ARCHIV FÜR 
HYGIENE UND 
BAKTERIOLOGIE 




Iii 

by Google 



ANNEX 
LIBRARY 

B 



010864 



€atnt\\ *lniwsiti) 1 


abrarn 


BOUGHT WITH THK IN'COMH 


FROM THK 




SAGE ENDOWMENT 


FUND 


THE GUT OF 


Henry TO. Sage 




1891 








6896-1 



The date shows when this volume was taken. 

To reaew this book copr the call No. and gitre to 
the librariau. 



HOME USE Klils 

AU Book« subject to 
Racall. 

Books not used for 
Instruction or research 
are returnable within 4 
weeks. 

Volumes of periodi 
cals and of pamphiets 
are held in the library 
as much a$ possible. 
For special purposes 
they are given out for 
a limited time. 

Borrowers should 
not use tbeir library 
Privileges for the bene- 
iit of other persons. 

Books not needed 
during recess periods 
should be returned to 
the library, or arrange- 
ments made for tbeir 
return during borrow- 
er's absence, if wanted. 

Books needed by 
more than one person 
are held on the reserve 
list. 

Books of special 
value and gift books, 
when the giver wishes 
it, are not allowed to 
circulate. 

Readers are asked to 
report all cases of books 
marked or mutilated. 

Do not defsce books by marka and writlng. 

HPT MU1 Y !■■ iKl.^BKV; 



BMfLl UVIVfHir« 



III III 



3 1924 056 291 820 



4 

hG7 



Digitized by Google 



Digitized by Google 




^BEGRÜNDET VON MAX v. PETTEXKOFER) 



UNTER MITWIRKUNG 
VON 

Prof. Dr. O. »Ol. 1.1NOKR. München; ITol. I>r. BONHOFK. MurlMirir ». I. , Prot. Dr. R KMMERK H, 
München; Prof. Dr. F. KRISMANN, Zürich; Prof Dr. II KIM, Erlangen; Prof Dr. F. HIKPPK. 
Prag; Prof. Dr. KA I1RII KI-, Pr»K ; Prof. Dr. F. KRATSCHMKR, Wien; Prof Dr. K I I.H.MANN. 
\Vfirr.biiix; Prof. Dr. A I.ODE, Innsbruck, Prof. Dr. I,. PFEIFFER, Rostock; Prol. Dr. 
W. PRAL-SNITZ. (invit; Prof Dr. F. RENK, Dresden; Prof. Dr s»<:iIOTTKI.IH8. FretbnrK i. B. : 
r.eneralobernrzt Dr. A SrHlSTKR, München; Prof. Dr. M. SU.BKR.srHM IDT. Zürich; I'rof. 

Dr. WKRNICKE, Po«en. 



HKRAUSGKGKBKN 

VON 

J. FORSTEE, M. GRUBER, FR. HOFMANN, M. RUBNER, 

O. Ö. PROFESSOREN DRR HVUirWK UND DIREKTOREN DER HTOISM^CHKS INSTITUT» AN DEN UNIVERSITÄTEN XV 

STBA88BUBO MÜNCHEN LBIPZIG BERLIN 



VIKRl IN ÜSIXHZK,; * V E I* BAND 
Mit 3 Tafeln und 8 Abbildungen 




MÜNCHEN und BERLIN 

DRUCK UND VERLAG VON R. OLDENBOURG 

!©08 



« 



*5 \ 

I 

A C '\ "i - 6 "rf'l 



Digitized by Gßggle 



Inhalt. 



Pher die Ammoniakbihhing bei einigen Bakterienarten. Von Stabsarzt 
Dr. Berghaus, früherem Assistenten am Institute. Aus dem 
Hygienischen Institut der Universität Berlin. Direktor: Geh. Med • 
Rat Prof. Dr. Ruhner> 1 

Ober die Ernährung einiger Spaltpilze in peptonhaltigen Nährboden. 
Von Dr. Nawiasky, früherem Assistenten am Hygien'iHeben 
Institut. (Aus dem Hygienischen Institut der Universität Berlin- 
Direktor: Geh. Medizinalrat Prof. Dr. M. Ru b per) 33 

Avidittttsstudien an Hämolysinen und Agglutininen. Von Dr. Paul 
Tb. Müller, Privatdozent und Assistent am Institute. (Aus dem 
Hygienischen Institut der Universität Graz) ü2 

Pher die Verwertbarkeit der Komplementablenknngstuethode fttr die 
Differenzierung von Mikroorganismen, nebst Bemerktingen über 
den Zusammenhang dieses Phänomens mit der Agglutinations- 
bzw. Prazipitationsreaktion. Von Privatdozent Dr. Franz Ball per, 
k. u. k Regimentaarzt, and Dr. Hans Reibmayr, Assistent des 
Instituts (Aub dem Hygienischen Institute der k. k. Universität 



in Innsbruck. Vorstand: Prof. A. Lode) 113 

Ein neuer Apparat zur Bestimmung deB absoluten Volumens der Bau - 
materialien und der Krdrnassen. Von Ing. Ricr-ardo Bianchini. 
Hygienisches Institut der Kgl. Universität Turin. Direktor: Prof. 

Dr. I,. Pagl iani) lfcfc 

Uber Agglutination der Meningokokken (Diplococcus intracellularis 
rueningitidis Weichaelbaum). Von Julius Eberle, diplom. Arzt 
aus Stbwyz. (Aus der bakteriologischen Abteilung des Hygiene - 
Institut« der Universität Zürich. Abteilungsvorstand : Prof. Dr. 
W. S i 1 h e r s r h m i d t) . . Hl 



IV Inhalt. 



KporenbildunK und andere biologische Vorgange bei dem Baot, anthracis. 
Von Dr. Vladislav RflSicka, Privatdoxenten der allgetn. Biologie. 
Mit Tafel I, II, III. (Aue dem k. k. Hygienischen Institut den 
IW. Dr. Gustav Kahrhel in Prag) ilil 

.Studien Ober den Filtrationseffekt der Grundwasser Von. Pmf. 

Dr. Gustav Kahrhel, Prag 2Ü& 

Theorie der Scrumaktivitat. Von Prof. Dr. <>skar Bail. Assistenten 
des Institutes, und Privatdotent Dr. Kdniund Hoke, Assistenten 
der internen Klinik von Jakach. (Aua dem Hygienischen Institut 
»ler deutschen Universität in Prag. Vorstand : Prof. F. H neppe) 313 



Über die Ammoniakbildung bei einigen Bakterienarten 



Von 

Stabsarzt Dr. Berghaus, 

früherem A»8f*tenteti am Institut«. 

(Aua dem hygieniHchen Institut der Universität Berlin. DirekU>r: fleh. Med. Rat 

Prof. Dr. Rubner.) 

In drei grundlegenden Arbeiten: »Energieverbrauch im Leben 
der Mikroorganismen« 1 ), »Die Beziehungen zwischen Bakterien- 
wachstum und Konzentration der Nahrung (Stickstoff- und Schwefel- 
umsatz) 2 ) und »Energieumsatz im Leben einiger Spaltpilze* 3 ) 
zeigt uns Rubner die Wege, auf denen uns ein Einblick in die 
bisher wenig gekannten Ernährung»- und Lebensvorgänge der 
Bakterien möglich ist. Exakte Methoden wurden ausgearbeitet 
und mit ihnen in gröfseren Versuchsreihen die Leistungen der 
Lebenstätigkeit quantitativ analysiert. Wachstums- und Kraft- 
wechseltätigkeit wurden scharf voneinander getrennt und einzeln 
in ihren Endprodukten untersucht und uns damit ein Bild so- 
wohl über die Einzelleistungen, als auch über die Beziehungen 
dieser beiden Prozesse zueinander gegeben. 

Für die Beurteilung der Wachstumsvorgänge oder des >An- 
satzesc, wie Rubner im Gegensatz zum »Umsatz«, dem eigent- 
lichen Stoff- oder Kraftwechsel diese Prozesse bezeichnet, bildeten 

1) Archiv f. Hygiene, 1904, Bd. 48, S. 260. 
2} Archiv f. Hygiene, 1906, Bd. 57, S. 161. 
3) Archiv f. Hygiene, 1006, Bd. 57, S. 19.5. 
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genaue Emtebesthnmungen die (Grundlage. Nachdem mittels 
Eisenazetat die Keime in der Warme mechanisch aus ihren Nähr- 
lösungen gefällt worden waren, wurde in Analogie der in der 
Tierphysiologie gebräuchlichen Methode als Mafsstab für die 
Wachstumsgröfse der j u den Bakterienleibern vorhandene Stick- 
stoffgehalt, in einigen Versuchen auch der Schwefelgehalt fest- 
gestellt; in mehreren Fällen wurde diese Analyse noch durch 
Messung der Verbrennungswänne vervollständigt, 

Die im Kraft Wechsel vor sich gegangenen Umsetzungen 
wurden durch zwei Methoden bestimmt, einmal indem die Ver- 
brennungswärme eines Nährbodens vor dem Wachstum von 
Bakterien, und dann nach demselben, nachdem der Bakterien- 
rasen entfernt war, festgestellt wurde (Differenzmethode), dann 
aber mittels der »direkten Methode« durch Messung der ent- 
wickelten Wärme während des Lebensprozesses selbst. 

An der Hand dieser Versuchsmethodik konnte Ruhne r 
unter anderem den zahlenmäßigen Beweis erbringen, dafs von 
den durch die Lebenstätigkeit der Bakterien hervorgerufenen 
chemischen Umsetzungen nur der kleinere Teil auf Rechnung 
der Wachstumsvorgänge zu setzen sei, der gröfsere aber durch 
den eigentlichen Stoffwechsel, den Umsatz bedingt werde. So 
wurden z. B. vom Bact. proteus in den ersten 10 Tagen in einer 
Nährlösung nur 3,01 Kalorien angesetzt, aufserdem aber 12,32 
umgesetzt, somit war der Umsatz ca. 4 mal so grofs als der 
sichtbare Wachstumseffekt. Bei längerer Dauer stieg der Kalorien- 
verbrauch für den Umsatz auf 22,75 Kalorien, wohingegen das 
Wachstum sistierte. 

Nachdem in diesen Versuchen Klarheit in die komplizierten 
allgemeinen biologischen Vorgänge gebracht worden war, lag der 
Gedanke nahe, auch einzelne Produkte aus den Wachstums- und 
Stoffwechselvorgängen einer näheren Untersuchung zu unterziehen 
und sie für die Beurteilung der Lebensprozesse zu verwerten. 
Ihre Deutung mufste auf um so weniger Schwierigkeiten stofseu, 
als ja in den oben zitierten Versuchen genügend Anhaltspunkte 
gegeben waren. 
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Wie Hubner zur Bestimmung der Wachstums- (einschl. der 
Vermehrungs )gröfse als Mafsstab den Stickstoffgehalt der ge- 
wachsenen Bakterienmasse feststellte, da dieses Element an dem 
Aufbau des Zellleibes in hervorragendem Mafse beteiligt ist, so 
müssen aus demselben Grunde auch die stickstoffhaltigen und 
unter ihnen die Protein-Substanzen in dem Verhältnis, wie sie 
zum Leben benötigt werden, den Zersetzungsprozessen zum Opfer 
fallen und uns damit einen Rückschlufs auf die gesamte Lebens- 
tätigkeit ermöglichen. Bekanntlich ist die grofse Mehrzahl der 
Bakterien imstande, aus den eiweifshaltigen Substanzen allein 
ihren Stickstoff- und auch Kohlenstoffgehalt zu decken und ge- 
rade aus der Gröfse der chemischen Umlagerungen in einem 
derartigen Nährsubstrat dürfen mit um so gröfserer Sicherheit zu- 
treffende Schlüsse gezogen werden, als ja die Keime in dieser 
Nahrung wohl meist nie präformierte aufnahmfähige Substanzen 
vorfinden, sondern das Grundmaterial erst in eine zum Ansatz 
geeignete Form bringen müssen. Dafs die energetischen Vor- 
gänge des U m s a t z e s , des eigentlichen Stoffwechsels, naturgemäfs 
in den Zerlegungen des Nährsubstrats zum Ausdruck kommen 
müssen, bedarf wohl nicht erst einer weiteren Erläuterung und 
mufs ich hier auf die eingehenden Ausführungen Rubners in 
den eingangs erwähnten Abhandlungen verweisen. 

Die Tatsache der NH 3 - Bildung genügt an sich nicht, um 
irgendwelche weitere Schlüsse über die Bedeutung dieses Vor- 
kommnisses zu ziehen. Es ist noch notwendig zu wissen, bei 
welchem Teil des Ernährungsvorgauges die Spaltung eintritt 
und aus welchen Gründen sie erfolgt. Auf Anregung des 
Herrn Geheimrat Ruhne r habe ich es daher unternommen, 
einige Punkte dieser NH 3 - Bildung aufzuklären und an einigen, 
wenn auch nur wenigen Keimen solche Untersuchungen ange- 
stellt. 

Wie Rubner dargetan hat, ist es notwendig, bei allen Be- 
trachtungen über die Ernährung der Mikroorganismen genau 
auseinanderzuhalten, dafs Wachstum und Umsatz die beiden 
Kardinalvorgänge sind. Ihrem innereh Wesen nach sind beide 
häufig entgegengesetzter Natur, — beim Wachstuni Anhydrid- 
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bildungeu, Synthesen, — bei dem Stoffwechsel hydrolytische Pro- 
zesse, Spaltungen, Oxydationen. 

Man erwartet gewöhnlich, dafs dort, wo in ciweifshaltigem 
Material Mikroorganismen sich finden, auch Umsetzungen mit 
Entwicklung von NH 3 vor sich gehen; dafs manche Bakterien 
eine sehr kräftige Umsetzung N-haltiger organischer Nährstoffe 
herbeiführen, ist bekannt. Die stark alkalische Reaktion 
faulender Massen ist typisch für eine ganze Gruppe solcher 
Spaltungsvorgänge. Sie rührt ja manchmal bei den Bakterien 
von der Bildung fixen Alkalis oder von organischen Basen her, 
oft genug aber beruht sie tatsächlich gänzlich auf der NII 8 - Er- 
zeugung. Im Fleischextrakt kann durch den Proteus vulgaris, 
wie Rubner nachgewiesen, über 20% des N in NH 3 übergeführt 
werden. 

Sogenannte NH 8 - Bildner scheinen recht häufig unter den 
Mikroorganismen vorzukommen. Marchai 1 ) hat mit Rücksicht 
auf die Ziele der Landwirtschaft die im Ackerboden vorkommenden 
Organismen auf diese Fähigkeit geprüft und bezeichnet als N H a - 
Bildner den' Bac. mycoides, Bac. fluorescens liquefaciens, Öac. 
fluorcscen8 putidus, Bac. subtilis, Bac. arboreszens , Bac. mesen- 
tericus vulg., Bac. mesentericus ruber, Bac. termo Proteus, Sar- 
cina lutea, Microc. roseus, Microc. flavus, candicans; ferner Asper- 
gillus terricola, Penicill. glaucum, Mucor mucedo, racemosus, 
Penicill. cladosporioides und zwei Saccharomycesarten. 

Am meisten NH 3 soll der Bac. mycoides liefern, er zerlegt 
Leucin, Tyrosin, greift aber den Harnstoff nicht an. 

Die NH 3 - Bildung braucht keineswegs überall aufzutreten, 
wo organische N- Verbindungen im Leben der Mikroorganismen 
benötigt werden. Gewifs benutzen viele der letzteren solche 
Körper nur zum Aufbau, spalten aber kein NH„ ab, sondern ver- 
wenden ,'es zur Synthese des Eiweifses wie z. B. die Hefe. Es 
ist nur dort eine gröfsere Menge von NH 3 zu erwarten , 
wo ein Stoffwechsel mit Abbau von Eiweifs oder Ei- 

1) fiuiil Marcbai, The production of amnmnia in the soil by Microbes. 
Agricult. Science WM, vol. VIII, p. 574, ref. Zentralbl. f. Bakt. u. I'araaiten- 
kunde \m, 2. Abt., Bd. I, S. 753. 



Digitized by Google 



Von Dr. Bergham». 



5 



weifsstücken (Polypeptiden, aminosauren, diarainosauren Ver- 
bindungen der aromatischen Reihe usw.) stattfindet. Der- 
artige Lösungen des Amid- oder Itnidstickstoffes lassen schon 
vom thermochemischen Standpunkte, wie Rubner annimmt, es 
als wahrscheinlich und geradezu sicher erscheinen, daTs aus 
ihnen nutzbare Kräfte gewonnen werden. Die Abspaltung des 
Ammoniaks und der methvlierten Derivate ist also, wenn ein 
Vergleich mit den höherstehenden Organismen gewählt werden 
darf, den N-haltigen Auswurfstoffen der Warm- und Kaltblüter 
analog. Ob aber nebenbei Bakterien , welche kompliziertere 
N-haltige Stoffe spalten, und zwar auf dem Wege einfacher Hy- 
dratationsvorgänge — also auch anaerob — zugleich mit der 
Fähigkeit ausgerüstet sind, aerob Oxydationen des NH 3 in N0 2 H, 
N0 3 H auszuführen, müfste Gegenstand besonderer Untersuchung 
sein. Vorgänge dieser Art kennen wir ja bei der Hefe (Bier- 
hefe) innerhalb des K. oh lehy dra ta bba ues. Dieser Organis- 
mus spaltet den Zucker in CO« und Alkohol, aber unter anderen 
Umständen wird ein Teil des Zuckers in C0. 2 und H 2 0 zerlegt. 

Ob im Wachstumsprozefs auch von Fäulniskeimen selbst 
NH 8 -Gruppen abgestofsen werden, ist weder bewiesen noch wider- 
legt, ja überhaupt nicht untersucht, aber es ist von vornherein 
unwahrscheinlich, dafs das Wachstum im engeren Sinne eine 
NH 8 -Quelle von quantitativer Bedeutung sei. Man müfste denn 
annehmen, dafs bei der Synthese einfacher kleinerer Moleküle 
zu Eiweifs überschüssige NII r Gruppen abgestofsen werden. 
Rubner hält derartige Vorgänge für ziemlich unwahrscheinlich, 
da bei der Spaltung N-haltigen organischen Materials gerade die 
locker sitzende NHo-Gruppe zu allererst abfällt, und somit die 
kleineren Bruchteile des Riweilses und seiner Derivate vor allem 
eher einen Mangel an NR, zeigen, also dessen sie bei dem Wieder- 
aufbau des Eiweifses in allererster Linie bedürfen. 

Meine Untersuchungen an Bakterien habe ich vorläufig auf 
den üblichen flüssigen Nährböden angestellt, d. h. auf Bouillon, 
die ja chemisch eine sehr komplizierte Zusammensetzung hat; 
späterhin wird man zu dem Studium der Zersetzung chemisch 
genau bekannter Verbindungen übergehen müssen. Dies setzt 
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allerdings die Herstellung einfachster Nährböden voraus, die aus 
chemisch reinen Körpern bereitet werden. 

Meine Untersuchungen sollten zunächst nur einen ersten 
Schritt für das nähere Studium des Abbaues komplizierter 
N-haltiger Nährstoffe bedeuten. Ks wurde Gewicht darauf gelegt, 
nicht nur überhaupt das Auftreten von NH S - Verbindungen fest- 
zustellen, sondern den ganzen Verlauf dieser Spaltungen in 
längeren Versuchsreihen kennen zu lernen. Ich habe daher die 
NH S -Produktion bei mehreren Keimen längere Zeit hindurch 
quantitativ bestimmt, indem täglich bestimmte Mengen des 
Nährbodens daraufhin untersucht wurden. Wie ich gleich be- 
merken möchte, lag es nicht in meiner Absicht, die einzelnen 
flüchtigen Basen quantitativ festzustellen, sie wurden auch quali- 
tativ nicht näher untersucht, sondern nur ihrer Gesamtmenge 
nach quantitativ bestimmt So sind demgeraäfs in den unten 
angegebenen Werten Körper verschiedener Zusammensetzung, so 
z. B. Dimethylamin, Trimethylamin, Tetra und Pentamethylen- 
diamin enthalten, Stoffe, die bekanntlich vielfach bei der Bakterien- 
kultur gefunden werden; der Hauptmasse nach tritt bei ihnen 
aber das Ammoniak in den Vordergrund, weshalb im folgen- 
den unter dieser Bezeichnung sämtliche flüchtige 
Basen zusammengefaßt sein mögen. Dafs übrigens methylierte 
NH S - Verbindungen auftreten, darüber konnte, nach dem Gerüche 
mancher Kulturen beurteilt, nicht der geringste Zweifel ob- 
walten. 

Es wurden folgende Bakterienarten zur Untersuchung heran- 
gezogen : 

1. Bact. proteus vulg.; 

2. Bact. coli (2 Stämme Aue und K); 

3. Typhusbazillus; 

4. Bac. faecalis alcaligenes; 

5. Cholera- Vibrio; 

6. Bac. prodigiosus. 

Die Aussaat dieser Keime erfolgte ausschließlich in Bouillon. 
Nachdem ich zunächst mit aus Rindfleisch hergestellter Bouillon 
Vorversuche angestellt und mich damit auf eine möglichst 
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exakte Analysierung eingeübt hatte, wurde für die weiteren Unter- 
suchungen nur noch PferdeHeischbouillon verwendet, die die 
für Nährbouillon üblichen Zusätze von l°/ 0 Pepton 
und 0,5% Kochsalz enthielt; bei einem Versuch wurde 
noch l°/ 0 Traubenzucker zugesetzt. 

Die Bestimmung des Ammoniaks geschah nach der von 
Schlösing angegebenen Methode (Fresenius, Anleitung zur 
quantitativen chemischen Analyse, Bd. 1, S. 225), wie sie auch für 
die Ammoniakbestimmung im Harn in Gebrauch ist. Sie be- 
8 teht bekanntlich in der mechanischen Austreibung des Ammoniaks 
durch Kalkmilch und hat vor anderen Methoden den Vorzug, 
dafs sie ohne Anwendung von Wärme vor sich geht und damit 
weitere Zersetzungen organischer stickstoffhaltiger Substanzen 
vermieden werden. 

Für die jedesmalige Bestimmung wurden 50 ccm der Bouillon- 
kultur mittels eines langen Trichters auf den Boden eines 
sauberen Exsikkators gebracht und dazu mittels desselben Trichtere 

50 ccm frischer Kalkmilch gegeben. Zum Auffangen des Ammoniaks 
II 

dienten lOcem ^ Schwefelsäure, die in einem ca. 3 cm hohen 

Schäfchen enthalten war, das auf Glasstäbchen über der Ein- 
schnürung des Apparates stand. Mit dem gut eingefetteten 
Deckel wurde sofort nach der Beschickung der Exsikkator luft- 
dicht verschlossen, der nun 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen blieb. Diese von Schlösing angegebene Zeit genügte, 
wie ich durch Kontrolle feststellte, völlig, um alles Ammoniak 
auszutreiben und durch die Schwefelsäure zu binden. Nach 

M 

dieser Zeit wurde mittels ^ Natronlauge die Menge der noch 

freien Säure titriert und aus dem Verlust der Ammoniakgehalt 
berechnet. Die Titration wurde in dem Schwefelsäure-Schäfchen 
selbst vorgenommen, so dafs jegliches Verschütten von Säure 
vermieden wurde. Von vornherein hatte ich mir nicht uner- 
hebliche Mengen der betreffenden Reagentien hergerichtet, so 
dafs ich niemals genötigt war, zweierlei Lösungen zu verwenden, 
was ja bekanntlich, abgesehen von zeitraubenden Umrechnungen, 
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leicht zu Versuchsfehlern führen kann. Die Schälehen, die ir 
Aufnahme der Schwefelsäure dienten, wurden stets vorher mit 
destilliertem Wasser peinlichst ausgespült. 

Hei allen ineinen Versuchen war die erste Aufgabe festzu- 
stellen, ob nicht bereits in der verwendeten sterilen Nährlösung von 
vornherein Ainmoniakvurbindungen enthalten seien. Dieses war 
tatsächlich der Fall. Die aus Rinder- bzw. Pferdefleisch her- 
gestellten Bouillonarten wiesen hier geringe Differenzen auf, 
und zwar entsprach der NH 3 -Gehalt pro 50 cctn. 

der Rindfleischbouillon 4,25 mg NH 3 =3.48N, 
der Pferdefleischbouillon 2,975 > > = 2,43 v 

In den FleischextraktstorTen sind bereits kleine Mengen von 
NH 8 , reichlicher an solchen ist namentlich das Pepton des 
Handels. Weiterhin bedurfte es der Untersuchung, ob durch 
längeres Stehen, insbesondere bei Bruttemperatur — in letzterer 
wurde die Züchtung der Keime vorgenommen — eine Zerlegung 
und damit eine Produktion von Ammoniak hervorgerufen werden 
könne. Dieses trat nicht ein; auch bei längerer (ca. 14 Tage) 
Beobachtung blieb der Gehalt an flüchtigen Basen konstant, wie 
tägliche Kontrollen ergaben. Somit konnte jeder Unterschied in 
dem Ammoniakgehalt der sterilen .und besäten Bouillon als ein 
Ausdruck der Einwirkung der Keime angesehen werden. Zu 
vielen Versuchsreihen wurden stets ca. 50 ccin Bouillon verwendet, 
die von vornherein auf einzelne Erlen meyersche Kölbchen 
abgeteilt worden waren, so dafs also stets der gesarate 
Inhalteines Kölbchens zur Untersuchung gelangte; 
in den weiteren Versuchen ging ich dazu über, gröfsere Quanti- 
täten Nährlösung in Flaschen zu impfen, von denen dann täg- 
lich die nötige Menge (je 50 ccm) entnommen wurde. 

Die Kölbchen blieben nur mit Watte verschlossen im Brut- 
schrank. Da man nur verhältnismäfsig wenig NH 3 erwarten 
durfte, glaubte ich vorerst annehmen zu dürfen, dafs die N-Ab- 
gabe durch Verdunstung keine sehr erhebliche sei, wennschon 
mir bekannt war, dafs Rubner bei seinen Versuchen mit Pro- 
teus vulg. (a. a. O.) nachgewiesen, hat, dafs in Wochen dauernden 
Experimenten der N-Verlust bemerkenswerte Gröfsen darstellen 
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kann. Wie richtig diese Beobachtung war, zeigte der weitere 
Verlauf meiner Untersuchungen, in denen es sich erwies, dafs 
man von Anfang an trotz kleinster Mengen von NH : . 
die Verflüchtigung mit in Rechnung zu ziehen ist. 
Diese Versuche mit genauer Bilanz will ich im II. Teil meiner 
Arbeit besonders besprechen. 

Zunächst beschränkte ich mich darauf, lediglich den Gehalt 
an NH S der Nährlösung zu bestimmen, später wurden hiermit 
auch Keimzählungen verbunden. Die in den Kurven nieder- 
gelegten Kei m zah 1 werte geben Mittelwerte aus je zwei Zäh- 
lungen von Aussäten in Gelatineplatten. 

Noch eine andere Seite der Frage der NH S -Bildung habe 
ich einer Beachtung wert gehalten. Man darf nämlich keines- 
wegs alle durch Bakterien entstehende Umsetzungen 
als vitale Prozesse im engeren Siune betrachten, es 
ist bekannt, wie häufig auch fermentative Vorgänge in den Abbau 
eingreifen, und seit den Untersuchungen E. Buchners müssen 
wir selbst bei komplizierten Umsetzungen zum mindesten einen 
erheblichen Teil als Vorgänge fermentativer Natur ansehen. 
Um also auch die Einwirkung abgetöteter Keime auf die NH 3 - 
Bilduug feststellen zu können, wurden Bouillonkulturen nach 
24 stündigem Wachstum mit Toluol Übergossen und abgetötet. 
In einem Versuch wurde noch mit Aceton abgetöteter Bakterien- 
rasen der Bouillon zugesetzt. 

Mit Ausnahme der Prodigiosusbouillon wurden die anderen 
Bouillonkulturen stets bei 37° gehalten, erstere dagegen bei 27°. 

In allen Fällen habe ich in den Angaben und in den 
graphischen Darstellungen, die von Beginn des Versuches 
ab in 50 ccm Nährflüssigkeit sich ansammelnde 
Menge NH 3 angegeben. Wenn man die Veränderungen 
in dem NH 3 Gehalt von einem Tage zum anderen er- 
kennen will, so mufs man die aufeinanderfolgenden 
Werte voneinander abziehen. 

Man wird namentlich dort, wo eine Reihe von Kölbchen 
gleichzeitig infiziert worden war und an den aufeinanderfolgenden 
Tagen je eine Probe in Arbeit genommen wurde, nicht immer 
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erwarten können, dafs eine absolut gleichmäfsig fortschreitende 
NH :1 Produktion gefunden wird, weil ja natürlich das Wachstum 
nicht in allen Kölnehen absolut gleichmäfsig vorwärts schreitet, 
und weil man mit einer Abgabe von NFT, durch Verdunstung 
rechnen mufs. 

Bevor ich an die nähere Untersuchung der einzelneu Kurven 
gehe, sei zur allgemeinen Orientierung zunächst eingefügt, was 
allen Kurven in mehr oder minderem Mafse gemeinsam ist, wie 
ein Blick auf die Tabellen zeigt. Dort, wo lebende Kulturen zur 
Untersuchung kamen, können von vornherein zwei Stadien in 
der Ammoniakansammlung unterschieden werden. Nachdem 
gleich in den ersten 24 Stunden eine nicht unerhebliche NH S - 
Produktion erfolgt ist, welche die Menge «1er in der Bouillon 
präformiert enthaltenen vielfach um das Doppelte und mehr 
übersteigt, tritt für längere Zeit — die Dauer schwankt bei den 
verschiedenen Keimarten und auch bei derselben Art in ver- 
schiedenen Versuchen — eine Periode ein, in der zum Teil 
unter nicht unerheblichen Schwankungen ein allmähliches Steigen 
der NH a -Kurve zu konstatieren ist, Alsdann setzt plötzlich und 
unvermittelt bei dor Mehrzahl der Keime eine kräftige NH S -An- 
sammlung ein, die auch für die weitere Dauer des Versuches 
bestehen bleibt, hin und wieder von Remissionen unterbrochen 
wird. 

Zur jedesmaligen Analyse wurden 50 ccm Bouilloukultur, 
der Gesamtinhalt eines Krlcnmey ersehen Kölbchens, ge- 
nommen. 

1. Ammoniakkurve des Bact. coli (Aue). Fig. 1.) 

Nach den ersten 24 Stunden sind in 60 ccm Bouillon 1,7 mg 
NH :1 mehr enthalten als in der unbesäten, am 2. Tage ist kein 
Unterschied vorhanden, von da ab steigt die Kurve mit einer 
unbedeutenden Remission bis zum 8. Tage, um nach einem er- 
heblichen Abfall an diesem Tage in das zweite Stadium zu treten, 
in dem der hohe Anstieg im Vordergrund steht. 

2. Ammoniakkurve des Bact. proteue. (Kig. 1.) 

Die Ammoniakbildung ist von vornherein kräftiger als beim 
Bact. coli. Bis zum 6. Tage steigt die Kurve stufenförmig, um 
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an diesem Tage auf ihr ursprüngliches Niveau abzufallen, dann 
aber erhebt sie sich mit nur wenigen und verhältnismäfsig nur 
geringen Remissionen zu bedeutender Höhe. 

Klg. 1. AiumonUkblUlung bei Bakterien. 

♦ - • . = NH,-Knrve für 50 c cm Pfordetleisi hbouillon (37»;. 

ss • ■ • ,- proillgiuiug (27 »i. 

= • • • • Coli Alle 37°). 

, , _f_ |, ro t«us (V"). 



7,i. < « m J N»OH _ 29,75 mg NH, . 
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3. Ammoniakkurve des Bact. prodigiosua. (Fig. 1.) 

Die Bouillonkulturen dieser Bakterienart, die während des 
ganzen Versuches bei 27° gehalten wurden, zeigen zunächst bis 
zum 9. Tage ein ganz allmähliches Ansteigen der NH^-Produktion. 
Von da ab ist der V erlauf der Kurve sehr unregelmäfsig. Nach 
ziemlich erheblichen Schwankungen, bei denen die frühere Höhe 
nicht wieder erreicht wird, beginnt am 15. Tage wiederum der 
Anstieg, welcher am 16. Tage fast das Vierfache der anfänglichen 
Höhe erreicht. Dann wechselt wieder tiefer Abfall mit einem 
Anstieg, der den ersten noch bedeutend überholt, mit einem 
Sinken der NH S -Bilduug schliefst am 21. Tage der Versuch. 

Ammoniakbildung beim Choleravibrio. (Fig. 2.) 

Wie bei den vorstehenden Versuchen, wurden auch hier 
Bouillonkulturen untersucht, die zu 60 cem in einzelnen Erlen - 
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m e y ersehen Kölbchen enthalten waren. In jede 50 cem waren 
803162 Keime ausgesät. Mit der NH.,- Bestimmung fand gleich- 
zeitig eine Keimzählung in der oben augegebenen Weise statt. 

Die Bakterienentwicklung war bereits nach 24 Stunden in 
ein Maximum getreten, die Zahl fällt von dort bis zum 6. Tage 
von dem ab die Nährflüssigkeit sich stets steril erwies, rasch ab. 
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Flg. 2. AmuunlitkbiMunR beim «holeravlbrio. (Borilu, I. 1906.) 
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Die Ammoniakansammlung in der Kultur überdauert 
die Wachst ums periode, sie schwankt um einen Mittelwert, 
der ziemlich gleichbleibende Werte bis zum 27. Tage wahrnehmen 
läfst. Es ist also wohl wahrscheinlich, dafs täglich noch geringe 
Mengen von NH 8 entstanden sind, da Verluste an NH 3 unver- 
meidlich gewesen sein dürften. Die Ursache kann darin liegen, 
dafs die Choleravibrionen nicht in dem Momente abgestorben 
sind, in welchem die Bakterien nicht mehr kultivierbar sind, 
sondern beschränkte Zeit noch weiterleben, oder dafs nebenbei 
auch fermentative Prozesse in Betracht kommen. 

L Der Typhusbazillus. (Fig. 3.) 

Nach den ersten 24 Stunden zeigt sich eine Zunahme von 
Ammoniak um 2,975 mg für 50 cem, die Anzahl der Keime be- 
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trägt 2oO Millionen pro 1 ccm, am folgenden Tage steigt der 
NH. t -Gehalt nochmals um 3,4 mg, wohingegen der Keimgehalt 
auf 160 Millionen sinkt. Am 3. Tage erreicht die NH 3 -Kurve 
ihren tiefsten Stand, der NH 3 -Gehalt ist in der besäten und uu- 

\mm<<rilnkl>il<lung bei dem Har. fapral. alcallg-ptiPH, Kact. proteus n. Bact. typhi. 

w. Iferdefleiselibouillon .[unbeailt). 

■ r- Bac. faecal. alcaligenes. 




: 



1. 2 3. I. 5. fi. 7. s n io. Ii. 12. IS. 14. IS. 1«. 17. 1*. 1!». 2ft 21. 22. 23. 24. «S. 2«. 27. ». ?9 Ta K 

besäten Bouillon gleich, um dann allmählich wieder bis zum 
7. Tage zu steigen. Die Bakterienkurve fällt ständig bis zum 
7. Tage und bleibt dann mit geringen Schwankungen auf dem 
einmal erreichten Niveau stehen. Nach einem Abfall am 8. 'läge 
beginnt wieder eine vermehrte NH 3 -Produktion , unterbrochen 
von einzelnen Remissionen, die am 14. Tage ihren Höhepunkt 
erreicht, dann weiter unregelmäfsiger Verlauf. 

Das Ergebnis bei den Typhusbazillen führt uns zu den- 
selben Schlüssen wie bei dem Cholera vibrio Die NH 3 -Ansamm- 
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lung hat zweifellos mit dem Wachstum im engeren Sinne nichts 
zu tun, sondern sie hält sich auf alter Höhe, wenn bereits die 
Zahl der kultivierbaren Zellen stark in Abnahme begriffen ist. 

Die weiteren nun folgenden Versuche (Fig. 3) sind mit 
etwas modifizierter Methode ausgeführt worden. Da bei der 
Anwendung zahlreicher Proben von Kulturen, wie in den bis- 
herigen Versuchen beschrieben, mit einem ungleichen Wachstum 
in einzelnen Versuchskölbchen gerechnet werden mufste, so ge- 
schah bei den übrigen, dem Bact. proteus und Bact. faecalis 
alcaligenes die Aussaat in gröfsere, in Flaschen enthaltene 
Mengen Bouillon, von der dann täglich die benötigten 50 ccm 
zur Untersuchung entnommen wurden. Wie früher ging auch 
jetzt neben der Ammoniakbestimmung die Keimzählung einher. 
Durch diese Neuerung wurde aber insofern eine wichtige Ände- 
rung herbeigeführt, als natürlich von Anfang an die Aussaat 
vielleicht das 30 fache an Nährwerten vorfand, als wenn nur 
50 ccm Volumen infiziert worden wären. Auch die Dauer der 
Wachstumszeit mufs naturgemäß verlängert werden, weil mehr 
Nahrungsvorrat vorhanden ist, und die Stoffwechselprodukte an- 
fänglich wegen gröfserer Verdünnung weniger stören. 

2. Baot. proteus. (Fig. 3.) 

Die NH S -Kurve unterscheidet sich nicht unwesentlich von 
der der Tabelle I. Nach einem anfänglichen (bis zum 5. Tage) 
Steigen tritt ein Rückgang ein bis zum 14. Tage, erst dann be 
ginnt mit nur einer einzigen Unterbrechung ein Anstieg zu einer 
ganz bedeutenden Höhe. Die Bakterienkurve fällt, während die 
des NH 3 noch steigt, bereits am 2. Tage von 460 Millionen auf 
10H Millionen Keime pro 1 ccm, bei weiter sinkender Keimzahl 
(58 Millionen) bleibt die NH S -Kurve auf derselben Höhe, sie 
fällt alsdann, wohingegen die Anzahl der Keime wieder zunimmt; 
aber auch das Umgekehrte kann vom 11. bis 14. Tage beobachtet 
werden. Vom 16. Tage ab zeigen beide Kurven gleichmäfsig die 
Tendenz zum Steigen und die Bakterienkurve weist am 24. Tage 
eine Zahl auf, die fast der am 1. Tage gefundenen gleichkommt. 
Diese hohe Keimzahl liegt aber nicht etwa darin, dafs in dieser 
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Zeit eine nochmalige Vermehrung sich eingestellt hat, sondern 
ist darauf zurückzuführen , dafe mit der zur Neige gehenden 
Bouillon immer grofsere Mengen Bodensatz zur Untersuchung 
kamen, der während der Versuchszeit sich gebildet hatte und sich 
trotz kräftigen Schütteins wegen seiner schleimigen 
und zusammenhängenden Beschaffenheit nicht 
gleichmäfsig verteilen liefs. Aus diesem Grunde unter- 
blieb auch in den letzten Tagen des Versuches die Keimzählung. 
Jedenfalls aber waren in diesem Experiment auch am Ende der Ver- 
siH-hszeit noch reichlich entwicklungsfähige Keime neben grofsen 
Mengen bereits des Wachstums nicht mehr fähigen vorhanden. 

3. Der Bac. faecalis alcaligenes. (Fig. 3.) 

Aufser dem anaerob gut wachsende!), als typischen Fäulnis- 
erreger anzusehenden Proteus vulgaris kam mit dem Bac. faecalis 
alcaligenes eine Bakterienart zur Untersuchung, welche grofses 
Sauerstoflbedürfnis besitzt und jedenfalls aerobes Leben bevorzugt. 
Seinen Namen verdankt er der kräftigen alkalischen Reaktion, 
welche er in den Nährböden hervorruft. Wahrscheinlich wird 
allerdings diese Alkaleszenz nicht allein von den NH 3 -Verbin- 
dungen erzeugt, jedenfalls ist sie aber doch in hohem Grade 
von der Bildung des NH 3 und seiner Derivate abhängig. Der 
Bac. faecalis alcaligenes bringt den Beweis, dafs die NH S Ab- 
spaltung kein Vorgang ist, der in irgendeiner Weise durch 
anaerobes Leben etwa erzwungen wird. Die NH S - Abspaltung und 
Zerlegung komplexerer Verbindungen ist eine spezifische Eigen- 
schaft vieler Zellen, die sofort sich geltend macht wenn geeig- 
nete Nährstoffe vorhanden sind, ja vielleicht sogar den wesent 
lichsten Teil des Kraftwechsels bedeutet. 

Die NHj-Kurve zeigt bis zum 9. Tage wenig Neigung zum 
Steigen, mit dem 10. Tage setzt die Ammoniakbildung ein, hält 
sich aber bis zum 15. Tage unter wechselndem Auf- und Abstieg 
in mäfsiger Höhe, um plötzlich und unvermittelt am 16. Tage 
in wesentlich höherem Mafse aufzutreten. Unter geringen 
Schwankungen dauert diese vermehrte Produktion bis zum 
26. Tage. Bei der Untersuchung des Restes der Bouillon, ein- 
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schließlich des Bodensatzes ergibt sich an den beiden letzten 
Tagen nochmals ein kraftiges Ansteigen der Kurve. 

Die Bakterienkurve zeigt im Vergleich mit den früher be- 
schriebenen mancherlei Abweichungen. Ihr Höhepunkt fällt 
nicht auf den 1. Tag, sondern unter allmählichem Anstieg von 
90 Mill. Keimen am 1., 280 Mill. am 2., 582 Mill. am 3. und 
593 Mill. am 4., erreicht sie diesen mit 1021 Keimen erst am 
5. Tage. Wahrend dieser Zunahme an Keimen ist die Ammoniak- 
bildung am geringsten, ja an dem Tage, an dem die Keimzahl 
am größten, ist fast der tiefste Stand der NH 3 Kurve. 

Während des Abfalles der Bakterienknrve, der sich in zwei 
Tagen von 1021 Mill. über 385 auf 78 Mill. vollzieht, beginnt 
der NH 3 Gehalt wieder zu steigen und erreicht seine anfängliche 
Höhe wieder. Nach diesem Tiefstand tritt wiederum eine Ver- 
mehrung der Keime ein, die nicht unbeträchtlich ist, am 
16. Tage wurden 360 und am 18. 450 Mill. Keime in 1 cm ge- 
funden. Mit dieser Keimzunahme läuft parallel die NH 3 -Bildung. 
Am 17. Tage fällt die Bakterienknrve steil ab bis auf 140 Mill. 
Keime pro 1 cm, um dann wieder bis zum Ende des Versuches 
zu steigen, während dieser Zeit hielt sich die HN S Kurve mit 
nur geringen Schwankungen auf derselben Höhe. 

Zu dieser Bakterienkurve mufs ich noch bemerken, dafs 
ich nicht die Verantwortung übernehmen kann, dafs 
sie den tatsächlichen Verhältnissen entspricht. Die 
Eigentümlichkeit dieser Bakterienart, unter Häut- 
chenbildung zu wachsen, macht jede exakte Keim- 
zählung unmöglich. Es wurde zwar stets versucht, die 
Hüutchen durch kräftiges Schütteln zu zerkleinern, ob aber da- 
mit eine gleichmäßige Verteilung der Bakterienmasse erzielt 
worden ist, muTs ich dahingestellt sein lassen. Immerhin ist 
aber der Verlauf des zweiten Anstieges derart gleichmäfsig, dafs 
man wohl zu der Annahme berechtigt ist, dafs in dieser Zeit 
eine Vermehrung der Keime stattgefunden hat. 

Auch bei dieser Bakterienart läfst sich ein quantitativer Zu- 
sammenhang zwischen den lebenden Keimen und der NH 3 - 
rroduktion nicht feststellen, wie wir gt-sehen haben, und es bleibt 
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nur übrig, diese auf den Einflufs der nicht nielir kulturfähigen 
Zellen und auf fermentative Prozesse zurückzuführen. 

Das allgemeine Resultat der bisher mitgeteilten Versuche 
ist also folgendes: 

In Kulturen der untersuchten pathogenen Keime erreicht 
die NH 3 Menge niemals eine sehr bedeutende Gröfse, die NH 3 - 
Erzeugung geht aber zweifellos über die Periode dos Wachstums 
und der Anwesenheit kulturfähiger Keime hinaus. 

Bei den untersuchten Saprophyten erreicht die NH ;r Menge 
in der Kultur gerade nach längerer Zeit besonders hohe Werte. 
Bei diesen aber haben wir es mit Keimen zu tun, die in der 
Nährlösung sich längere Zeit kulturfähig halten. 

Das stärkere Ansteigen des NH 3 Gehaltes nach der zweiten 
Woche läfst sich nur dadurch erklären, dafs entweder tatsächlich 
mehr erzeugt wird oder dafs in dieser Periode die Bindung in 
der Flüssigkeit eine günstigere wird. Wie ich zeigen werde, 
spielt nicht eine verminderte Verdunstung an sich, sondern die 
bessere Bindung die Hauptrolle. 

Für die Bindung kommen in Betracht: 

a) anorganische Bindung, die Bildung unlöslicher Phos- 
phate und die Bindung durch C0 2 , 

b) solche Zerlegungen, bei denen zugleich entstehende or- 
ganische Säuren die Bindung vermitteln. 

Die in den Kulturfiüssigkeiten erreichten NH 3 -Ansammlungen 
können nach meinen Untersuchungen also sehr erhebliche wer- 
den ; doch bestehen offenbar quantitative Unterschiede bei den 
verschiedenen Bakterienarteu. 

IU 

Zur Beurteilung der in der Tat aufgetretenen NH 3 Abspal- 
tung genügt allein nicht die Stärke der in einer Kultur erreichten 
NH 3 -Ansammlung; es bliebe dann die durch Verdunstung ver- 
loren gehende Menge unberücksichtigt, wie dies in den bisher 
beschriebenen Versuchen der Fall war. Wir müssen also ver- 
suchen, die Experimente noch weiter auf eine genaue quantita- 
tive Bestimmung der NH 3 -Erzeugung im ganzen auszudehnen. 

Archiv für Hygiene. Bd. IJCIY. 2 
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Die Verdunstung von XII., ist ein Vorgang, der in seinen 
Einzelheiten keineswegs völlig erkannt ist. Es kommt natürlich 
ganz darauf an, ob liehen dein MI- noch Säuren vorhanden 
sind, die dieses binden. Nach dieser Richtung kann auch schon 
die Entwicklung von 0O 2 bereits einen die NH n - Abgabe hem- 
menden Faktor darstellen. Bei der Umbildung der Aminosäuren 
u. dgl. bleiben auch Reste von freien Säuren möglicherweise 
übrig, welche auf Nil. bindend wirken. 

Manchmal kommt auch, wie Rubner zuerst quantitativ ver- 
folgte, die Bildung von SO :; aus schwefelhaltigen organischen 
Stoffen in Betracht, auch SH 2 ändert die Flüchtigkeit des NH 3 . 
(lolegentlich mögen auch Kohlehydrate unter Säurebildung zer- 
legt und so Nil., und dessen Derivate fixiert werden. Ferner 
mufs ein wesentlicher EinHufs der Phosphate angenommen werden. 

Die durch Verdunstung in Verlust kommende StickstofE- 
menge wurde in wochenlangen Versuchsreihen bei zwei Bakte- 
rienarten, dem Biiet. proteus und coli (Aue) in der Weise be- 
stimmt, dafs nach Kjeld ah 1 sowohl der N (ichalt der besäten 
als auch der unbesüteu Nährlösung festgestellt wurde, die Dif- 
ferenz, welche die beiden gegeneinander aufwiesen, mufste dann 
dem verdunsteten N entsprechen. Zu dieser Analyse wurden 
stets 10 cem Flüssigkeit verwendet, die von gröfseren Mengen, 
welche gleichzeitig noch zu weiteren unten augeführten Unter- 
suchungszwecken dienten, genommen wurden. 

Nachstehende Tabelle gibt in absoluten Zahlen den Verlust 
von 50 cem Nährlösung an den einzelnen Tagen, sie sind ge- 
wonnen aus je zwei Bestimmungen und stellen somit Mittel- 
werte dar. (Tab. I.) 

Daraus berechne ich dann den Verlust für je einen Tag, 
und zwar für jede der aufgeführten Beobachtungen. (Tab. 2.) 

Zur Beurteilung der Zahlen bemerke ich zunächst, daTs auf 
die Ergebnisse, weil sie die Resultate einer Defizitbestimmung 
sind, natürlich kleine Verluste bei der N-Bestinimung schon 
einen EinHufs gewinnen, und zwar an den ersten Tagen, wo die 
absoluten Werte dos N-Verlustes klein sind, sind die rechneri- 
schen Differenzen erheblicher als später. 
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Tah. 1. In 50 rem Nährlösung sind 'nach Kjeldahl an Stickstoff in mg: 



'J'rtJ{ <lcT 

l titer- 


Mt!l <Iciii Hn<(. protens 

Vor .lern 


Hei .Inn Kai l, coli Aue. 


Versuch 


lin< Ii «Irin 
Venmeh 




»nch Je in 
Versuch 


Difforvtiz 


1. 


180,2.1 





— 





— 


2. 




176,63 


3,6 


178,87 


1,36 


3. 


' 1 


176.7H 


3.5 


178,1!» 


2,04 


4. 


176,83 


3,4 


177,51 


2,72 


r». 




177,11 


3,12 


1 76,i»3 


3,30 


t». 




177,51 


2,72 


176,15 


4,08 


8. 




1 76.H.3 


3.4 


176,15 


4,08 


in. 


• I 


178.08 


1,15 


174,83 


5,40 


12. 




176,83 


3.4 


175,45 


4,76 


14. 




176,15 


4,08 


172,83 


7,50 


16. 




175,47 


4,76 


174,11 


6,12 


18. 


: i 


174,83 


5,40 


169,81 


11,42 


20. 




172,78 


7,45 


172.73 


7,5 


22. 


i 


171,38 


8,85 


172,07 


8,16 


24. 




169,38 


10,85 


171,43 


8,80 


26. 




169,98 


10,25 


172,42 


7,81 


2':». 


170,31 

Ii 


9,92 


173,43 


6,80 



Tabelle 2. In 24 Stunden wird un NU, verloren an Verdunstung: 









-rr — ■ 




Tag 


Bact. 


Bact. 


Differenz 


v. Mittel 


proteuö 


coli 


B proteus 


B. coli 


>■ 


0 


0 


0 


0 


2. 


1,50 


0,68 


+ 1.41 


+ 0,27 


1 


1,25 


0,68 


4- 0,86 


0,27 


4 


0,85 0,68 
0,62 0,66 


+ 0,46 


+ 0,27 


5. 


+ 0,23 


+ 0,25 


6. 


0.48 


0,68 


+ 0,09 


+ 0,27 


8. 


0,43 


0.51 


+ 0.O1 


+ 0,10 


10. 


0,11 


0,54 


- 0.28 


+ 0,13 


12. 


0,28 


0,39 


-0,11 


+ 0,02 


14. 


0,26 


0,53 


— 0.13 


+ 0,12 


16. 0.26 


0,38 


— 0,13 


— 0,03 


18. 0,30 
20. 0,37 


0,63 


- 0,09 


+ 0,22 


0,37 


0,02 


-0,04 


22. 


0,10 


0.37 


+ 0,01 


-0,04 


24. 


0,15 


0,36 


+ 0,06 


- 0,05 


26. 


0,3!« 


0,30 


t o 


— 0.11 


29. 


0,35 


0,24 


- 0,04 


-0,17 


Mittel 0,39 


0,41 


h 


l 
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Ein Blick auf die Tabelle zeigt, dafs die Verluste im ganzen 
in beiden Reihen sehr ähnlich sind, mit Unterschieden im ein- 
zelnen. 

Das Mittel des Verlustes kann man nicht durch einfache 
Verwendung der in der Tabelle angeführten Zahlen berechnen 
sondern nur, wenn man von der Summe aller Verluste ausgeht 
und durch die Summen der Beobachtungstage dividiert, man 
erhält dann 0,39 bzw. 0,41 mg N als Tagesverlust, also sehr gut 
stimmende Werte. Hiervon weichen die Zahlen in den Kinzel- 
perioden ab, wie Stab 4 und 5 der Tabelle erkennen lassen. Die 
Vorzeichen der Abweichung vom Mittel zeigen einen etwas 
grösseren N Verlust zu Anfang der Reihe als später — etwa bis 
zum achten Tage — das ist die Periode der Hauptent- 
wicklung der Bakterien. 

Die durch Verdunstung verlorene NII s -Menge steht jeden- 
falls in keinem konstanten Verhältnis zum NH S -Gehalt der Lö- 
sung, wie dies ja aus der sehr verschiedenen Möglichkeit der 
NH 3 -Bindung eigentlich auch zu erwarten ist. Zu Anfang der 
Reihe mufs jedenfalls die Bildung freien NH 3 Überwiegen. 

Aufser dieser Bestimmung der Verdunstungsgröfse wurde 
gleichzeitig bei diesen beiden Keimen sowie bei einem weiteren 
Kolistamm die NII 3 -Ansammluug in der Kulturflüssigkeit nach 
der Schlösingschen Methode quantitativ untersucht, und ferner 
bei allen drei Keimen mittels der HarnstofTbestimmungsmethode 
nach Hüfner der StickstotTgehalt der Flüssigkeit, soweit er durch 
diese Methode nachweisbar ist, fortlaufend bestimmt ; nebenher 
gingen Keimzahlbestimmungen der betreffenden Flüssigkeiten. 
Die Untersuchung nach Hüfner wurde von Herrn Oberarzt 
Dr. Christian ausgeführt, der mir seine Resultate in liebenswür- 
diger Weise zur Verfügung gestellt hat. 

Gröfsere Mengen Nährlösung wurden zu diesem Zweck in 
Flaschen besät und von diesem Vorrat täglich, wie bei den 
früheren Versuchen, die benötigten Mengen weggenommen, nach- 
dem vorher durch Schütteln gründlich gemischt worden war. 

Die StickstolTbestiinnuing nach Hüfner geschah in folgen- 
der Weise: 
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Im Ilüfnerschen Apparat, dessen Rauminhalt sorgfältig 
geeicht wurde (Quecksilberwägung) wurde eine bestimmte An- 
zahl Kubikzentimeter der ßouillonkultur mit starker Bromlauge 
zusammengebracht, das sich entwickelnde Gas aufgefangen und 
nach Entfernung der Lauge im Wasserbad das Gasvolumen beim 
Tagesluftdruck gemessen. Das gefundene Gasvolumen wurde als- 
dann auf 760 mm Quecksilberdruck und eine Temperatur von 0° 
reduziert. Um einen besseren Vergleich auch bei Anwendung 
verschiedener, ungleich grofser Apparate zu ermöglichen, wurden 
die Zahlen umgerechnet in diejenigen Gröfsen, die 1 ccm der 
ßouillonkultur entsprachen. 

ßei der Öffnung des weitgebohrten Hahnes fiel sofort die 
ßromlauge in grofser Menge in die Bouillon hinein und es be- 
gann in den ersten Tagen ziemlich rasch, in späterer Zeit stür- 
misch die Gasentwicklung. Nach etwa 10 Minuten hatte sich 
der gröfsere Teil des Gases im Eudiometer gesammelt, doch 
dauerte die Entwicklung noch fort; eine Vermehrung der Gas- 
menge konnte bis zu 20 Stuuden festgestellt werden. Nachher 
stieg zwar auch noch hin und wieder ein Gasbläschen auf, je 
doch so selten, dafs ein Wachsen des Gasvolumens während 
mehrerer Stunden nicht mehr wahrgenommen werden konnte. 
Daher wurde jeder Versuch nach 24 Stunden beendet. 

Bei der Behandlung mit Bromlauge geben eine Anzahl von 
Verbindungen ihren Stickstoff ab. In der sterilen Pferdefleisch- 
bouillon sind deren schon eine ganze Anzahl vorhanden. Vor 
allem sind hier wohl die Extraktivstoffe des Fleisches die Stick- 
stofflieferanten, Guanin. Kreatin, Kreatinin etc., ferner kommen 
auch Spuren von Harnstoff im Fleischwasser in Betracht, 

Die erste Versuchsreihe betrifft das Bact. coli (Aue), von dem 
ich zunächst die Originalzahlen der Ergebnisse anfüge: 

(Siehe Tabelle A auf S. 22 ) 

Die Bakterienzahl in der Flüssigkeit schwankt im ganzen 
Verlauf (1.— 18. Tag) zwischen 30—450 Millionen pro 1 ccm der 
Nährlösung. Es sind dies zwar grofse Schwankungen, aber sie 
besagen doch, dafs zu keiner Zeit Mangel an lebenden kultur- 
fähigen Bakterien war. Leider können, wie dies schon mehrfach 
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Tabelle A. 



Bnct. coli ( Aut»\ 



'In« <W>r 


NH-Meiik-c 
in :»n cfiu 


Keim/uhl 


\Vn]un»ic<<> 
Slii'k-tutT- 


Stlrl.Sl..|T«l-llli)l iiuch 

II li 1 n >■ r i-m 1 «cm 


t«'r*l:<1nitiK 


in mg 


|.ni « rtn 
In Millionen 


tnr-i;.-.' hu« ic 

tu eexn Houill. 

[Ii 'i! " 


titu-li Alizug <lrs N ili 
■ U-r UntivMitt ti Itmiill i 
It) Ce lli 


1 


2,125 


450 










8 


0,425 


170 




0,272 


, 


8 


0,425 






0.40S 




4 


1,275 


2*0 




0,544 




5 


6,375 


150 




0,660 





6 


5,525 


160 




0,816 


0,2081 


8 


6,375 


:m 




0.S16 


0,1299 


10 


5,525 


110 




1,08 s 


0,1585 


19 




150 






M .».Ml.) 


14 


1,675 


65 




1,496 


0,2476 


ir> 


5,1)70 


30 




1,224 


0,2449 


18 


5,970 


102 




1,1*04 


0,3094 


20 


16,575 


22:!5 




1,4% 


0,4661 


22 


21,250 


4041 




1,632 




24 


27,625 




! 


1 ,76 s 


0,4851 


26 


19,125 




5 
- 


1,564 




39 


25,500 




1,360 


0,6322 




42,925 






1,360 


0,6322 



betont wurde, die Keimzählungen auch keinen Anspruch auf 
volle Genauigkeit machen, da bei der Tendenz der Keime, sich 
nach uud nach abzusetzen, vielfach Konglomerate sich bilden. 
Am 20. Tage war die Bodensatzmasse so bedeutend, dafs beim 
Schütteln abgelagerte Massen in der Oberhand waren, von wirk- 
lichen exakten Keimzählungen kaun also dort keine Rede mehr 
sein. Neben kulturfähigen Keimen waren unzweifelhaft massen- 
haft nicht mehr entwicklungsfähige vorhanden. In diesen groben 
Bakterien verbänden fand sich auch weit mehr an NH :i Verbin- 
dungen oder aber es erfolgte gerade in dieser Periode eine an- 
dere Art der Bindung des NH 3 . 

In den eben zu besprechenden Versuchen war neben dem 
Verlust au N auch die XH,-Bildung und die Zerleglichkeit der 
Bakterienfiüssigkeit durch Bromlauge bestimmt worden. Man 
kann daher NH 3 - Verlust -f NH 3 der Flüssigkeit (das präformierte 
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NH S ist abgezogen) als die Summe der NH :; - Bildung zusammen- 
legen und gewinnt so folgende Tabelle: 

Tabelle B. 

In f>0 ccm der KulturnüBsisrkeit : Bact. coli Ane) ßintl : 



Stli'kstolT in nifr 



T»B der 
l'ntersuchiiDK 



au.«') NU, 
der Lttaung 



riHch ') 
HÜIner 



Verlust 
hus Ver- 
dunstung 



RH* NH, 

+ 

Wrlu.si 



von 100 N 
itisKftMamt 
*lnd: iu 
MI, J~ Verhwt 



1 

'-> 

:t 
t 

5 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 
26 
20 



1,86 
0.U4 
0,34 
1,04 
5,22 
4,52 
5,22 
4,52 
3,62 
3,02 
4,92 
4,92 
13,6 
17,4 
22,6 
15,6 
20,9 



f _ 

13,11 
8,15 
9,65 
14,15 
15,15 
15,55 



29,35 
30,55 
J19.R5 



1,36 
2,04 
2,72 
3,30 
4,08 
■1,08 
5,40 
4,76 
7,50 
6,12 
11,42 
7,50 
8,16 
8,80 
7,812 
6,80 



1,86 
1,70 
2,38 
3,76 
8,50 
8,60 
9,30 
9,92 
7,78 
10,52 
11,08 
16,34 
21,10 
25,56 
31,44 
23,42 
27,70 



Ii 



0,9 
1,32 
2,09 
4,7 
4,77 
»,2 
5,5 
4,32 
5,84 
6,15 
9,07 
11,6 
14,2 
H,4 
13,0 
16,4 



1) Der in der unbesäten Bouillon vorbandene N Gehalt ist bereits in 
Abzug gebracht. 

Sie zeigt, daTs in der Tat anfänglich die Ver- 
luste im Verhältnis zur Gesamtproduktion an NH, 
.sehr grofs sind, demnach hauptsächlich wenig fest- 
gebundener NH 3 entsteht, im weiteren Verlauf wer- 
den sie durch Umsetzungen grofser NH 3 -Mengen 
grösstenteils zurückgehalten. 

Die Gesamtleistung der NH 3 - Abspaltung war: 

in der ersten Woche -f- 8,9 mg N 

* j zweiten Woche 10,52 

8.9 

1,02 = . , -f 1,«>2 » » 
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in der dritten Woche 10,34 

— 10,52 

bis zum 18. Tag 5,82=. . -f 5,82 mg N 
in der vierten Woche, 
d. h. vom 18. Tage 

his zum Mittel vom 

24., 20. und 29. Tag 28,10 

— 16,34 

11,70 ^ . + n,7(i > » 

Hei Betrachtung dieser Resultate lassen sich zwei Etappen 
in der NH 3 -Abspaltuug unterscheiden, in der ersten und in der 
dritten Woche eine starke NH,-Entwicklung, dazwischen sehr 
geringe Veränderungen, vom 20. Tage ab war der Boden- 
satz mit dem reichlichen Bakteriensediment zur 
Analyse benutzt worden und zeigte es sich, dafs 
hier die Quelle für eine reichere N Bildung sich 
fand. Besonders interessant ist, dafs in dem Bodensatz eine 
Abspaltung größerer Mengen nicht flüchtiger X H, Verbindungen 
eingetreten war, wie die Tabelle zeigt, Dies Resultat hatte übri- 
gens auch schon die früheren Experimente ergeben, bei denen 
stets der ganze Inhalt der Kölbchen analysiert worden war. 

Es werden sicherlich im späteren Verlauf der NII 3 -Umwand- 
lungen festere Verbindungen gebildet. Die Bindung an die 
Fhosphorsäure beginnt wahrscheinlich schon frühzeitig. Zur 
völligen Ausfällung genügen aber die vorhandenen Alkaleszenz- 
grade in der ersten Zeit kaum. Es ist aber nicht ausgeschlossen, 
dafs doch ein Teil solcher Verbindungen in den schleimig-gela- 
tinösen Sedimenten sich ablagert und dadurch gewisse Störungen 
in der (ileichmäl'sigkeit der Verteilung des NIE hervorruft. 
Noch wahrscheinlicher dürfte aber die Annahme sein, dafs tat- 
sächlich im spateren Verlauf des Versuches reichlich tiefergehende 
Spaltungen organischer Verbindungen eintreten, bei denen das 
NH 3 an gleichzeitig auftretende Säuren gebunden bleibt. Auch 
autolytische Veränderungen absterbender Bakterien und ein Frei- 
werden intrazellularer Fermente ist nicht ausgeschlossen. 
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Die Ausbeute an NH 3 betrug in raaximo 17,4 °/ 0 des vor- 
handenen N. 

Die Umwandlung der Stickstoffverbiudungen in NH :! ist 
aber nicht der alleinige Vorgang, den man chemisch fassen kann, 
vielmehr kommen auch solche Umwandlungen zustande, dafs 
der N durch Bromlauge leichter abgespalten wird. Bis zu 22,2 °/ 0 
des vorhandenen N war im Laufe des Versuches in spaltbarere 
Formen übergeführt. Auch dieser Prozefs ist in der späteren 
Zeit umfangreicher als zu Anfang des Versuches. 

In einer zweiten Reihe wurde ein Bact. coli, Stamm F, ver- 
wendet. Das Bakterienwachstum verhielt sich insofern etwas 
anders, als von Anfang an die Zahl der Zellen rasch anstieg, 
aber dann recht gleichmäf9ig absank, ohne dafs wegen frühzeiti- 
ger Sedimentbildung sich Unregelmafsigkeiten zeigen. 

Tabelle C. 



(Bact. coli (F). 



Tag «1er 
1 ntersuchuiiK 


Nllj-Menge 

in ftO r.rm 
Bouillon 
in mg 


Keimzahl 
l>ro 1 icw In 
Millionen 


.Sti<:kntofTKehalt nach 
H ü f n e r pro 1 com 
nai-b M>xug de» N in 
iler unbeiikten Houillon 
in erm 


l 




1,275 


731 


0,2187 


2 




2,550 


215 


0,2351 


3 




2,125 


120 


0,2194 


4 




1,275 


209 


0,2189 


5 




0,425 


121 


0,2455 


6 




2,550 


448 


0,2790 


8 




0,425 


379 


0,3129 


10 




2,125 


379 


0,3479 


12 




2,550 


212 


0,4373 


14 




2,125 


138 


0,4748 


16 




6,800 


40 


0,5546 


18 




9,775 


100 


0,6129 


20 




6,800 


80 


0,8189 


22 




19,125 


60 




21 




19,578 


41 




26 




21,70» 


55 




29 




34,450 


61 




31 




34,000 


80 
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Tabelle D. 

In 50 ccni der KuhurflüssiukiMt T.act coli F sind: 






Stielet. jfY In uii; 




um* \ 1 1 * '1 er 

IflfiMiAclt 


nurh Hilf Ii v 


• 

i 


1,1* 


— 




2,12 


13.SI» 


.> 


1,78 


14,80 


4 


1,02 


13,82 




0,357 


13,81 


6 


2,12 


15,46 




0,357 


17,57 


10 


1,78 


19.66 


12 


2.12 


21,90 


14 


1,78 


27,55 


16 


5.78 


29,85 


18 


8,24 


34,93 


20 


5,78 


38,61 


22 


16,23 


51,59 


24 


16,57 




2« 


18,44 




29 


29,24 




31 


22,90 





Die NH 3 - Ansammlung ist gleichmäfsig fortschreitend, von 
der dritten Woche ab findet ein steiles Anwachsen statt, auch 
die Hüfn ersehe Methode zeigt die fortschreitende Zerlegung 
der X-haltigen Substanzen, wie im vorigen Versuch. Daraus 
folgt auch, dafs die .Sedimentierung im vorigen Experiment allein 
das Anwachsen des gebundenen Nil, in der Hüfn ersehen Zahl 
nicht erklärt. Weiterhin kann man aus dem Ergebnis schliefsen, 
dafs jedenfalls der Zahl der kulturfähigen Keime allein der Grad 
der Ammoniakbildung nicht entspricht. — Die verdunstete NH 8 - 
Menge wurde in diesem Fall nicht bestimmt. 

Eine den bei den Kolistämmen ganz analoge Untersuchung 
wurde mit dem Proteus vulgaris ausgeführt. (Tab. E.) 

Auch hier waren während der ganzen Versuchszeit reichlich 
kulturfähige Bakterien vorhanden. In der vierten Woche, vom 
25. Tage ab, war der Flüssigkoitsvorrat soweit erschöpft, dafs 
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Ts« .ler in >) .Vi < <-m 

1-iitiT-iK-linnjr «ler Bouillon 
in tag 



Keiin/.niil 
\T« ff m in 
Millionen 



\>rilun«tPlo 
>tif kstofTintüiKe 

HUI j« Kl Cf III 

BMllilllltl 

In niK 



Siif fc*tolTR«»hnlt 
nach M ii f n f r pro 
1 cetn Bouillon redu- 
zier« auf 0° unil 
7CU in in Druck») 



! 

s 

:i 
4 
5 

8 
10 
12 
11 

16 
18 
20 
22 
24 
26 
29 
31 
34 



o,s;»o 

4,676 
1,27:'» 
9.350 
0,850 
1,700 
3,825 
4,675 
9,780 
5,100 
13,175 
16,575 
16,150 
18,700 
26,200 
29,325 
40,375 
39,525 
46,750 



190 
90 
75 

185 

Platten ver- 
ÜÜMiBt 

230 
525 
570 
115 
120 
135 
308 
298 
368 
490 



0,720 
0,700 
0,680 
0,624 
0,544 
0,6*0 
0,272 
0,680 
0,816 
0,952 
1,088 

1,496 
1,770 
2,170 
2,050 
1 ,924 



0,1449 
0,1829 
0,2119 
0,3346 
0,3769 
0,4169 
0,3959 
0,4883 

0,5430 

0,8442 



nunmehr der mächtige Bodensatz hätte zu den Bakterienzählungen 
verwendet werden müssen, was aber weiteres Interesse nicht bot. 
Die Untersuchung auf NH 3 gab folgende Resultate: 

(Siehe Tabelle F auf S. 28.) 

Der NH r Verlust war auch hier zu Boginn der 
Reihe verhältnismäfsig sehr grofs, während mir wenig 
nichtflüchtige Verbindungen sich bilden, späterhin ist es ge- 
rade umgekehrt, es entsteht bis dreimal so viel nicht- 
flüchtiges NH, gegenüber dem leichtflüchtigen. 



1) In Abzug gebracht ist die in der unbesäten Bouillon nachweisbare 
Menge. 
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Tabelle F. 
In 50 crm der ProteuBbouillon Bind in mg: 



Tag -lcr 
rntorsiirhiinj; 




Sli.-kstutT 




Von Kxi N in«- 
Kr-Ktnt sind m 
MI, + Verlorn 


hu* MI, 


! L !| 

II u 1 n«-r 


Wrlu-l 


tiu« Ml, 
,- \>r]u*t 


1 


0,723 






— 


- 


3.1)7 




3,ti0 


7,57 


4,2 


3 i,o8 


- 


3,50 

* 


4,58 


2,5 


4 


7,1*5 




3,40 


11,35 


6,8 


5 


0,723 




:t 12 

* • 


3,848 


2,13 


6 


1,44 


9.12S 


2,72 


4,16 


2,31 


8 


3,247 


11,523 


3,40 


6,647 


3,69 


10 


3,97 


13,349 


1,15 


5,12 


2,84 


12 


8,31 


21,079 


3.40 


11,71 


6,62 


14 


4,33 


23,634 


4,08 


* ii 

^,4 1 


4,6 < 


16 


11,19 


26,264 


1.76 


15,95 


9,97 


18 


14,08 


23,841 


5,40 


19,48 


10,8 


20 


14,(m; 


30,762 


7,45 


21,51 


11,95 


22 


15.*5 






24,70 


13.16 


24 


22,27 


34.22 


10,85 
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Die Menge des entstandenen Nil- liifst sich wie folgt be- 
rechnen : 



Für die 1. Woche 



5,4 mg N 



10,1 



* »2. i (Mittel aus 12. + 14. Tag) — 5,4 = 4,7 > i 

23,1 

— 10,1 .■=■. 13,0 



3. 



13,0 
44,17 

23,1 -=21,07» » 
21,07. 
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Die Ammoniakbildung war etwas gleichmäfsiger als bei dem 
Bact, coli, besonders tritt die tiefe Einsenkung in der zweiten 
Woche hier nicht so zutage wie bei ersterem; auch die letzte 
Periode zeigt einen starken Anstieg. 

Im ganzen wurden 24,5 °/ 0 des N in NH, übergeführt. Des 
gleichen zeigen auch die Zahlen der Analyse nach Hüfner zum 
Schlufs ein stärkeres Ansteigen. 

Es ist also bewiesen, dafs die Art der NH 3 - Abspaltung in 
den einzelnen Perioden verschieden ist; sie ist späterhin bei den 
saprophy tischen Keimen sogur recht bedeutend besonders dann, 
wenn starke Neigung zum Sedimentieren eintritt. In diesem 
Stadium rindet man reichlich gebundenes NH 3 . Auch in anderer 
Beziehung, abgesehen von der NH r Bildung, zeigen sich die N- 
haltigen Nährstoffe verändert, wie ihre leichtere Spaltbarkeit 
durch Bromlauge erweist. _ 

III. 

Nachdem sich gezeigt hat, dafs die NH S -Erzeugung nicht 
von der Kulturfähigkeit der Zellen allein abhängig ist, sondern 
dafs hierbei auch die ohne Vermehrungsfähigkeit weiter leben- 
den Zellen beteiligt sind, erübrigt noch der Nachweis rein fer- 
men tati ver Spalt ungs Vorgänge. 

Zu diesem Zwecke wurden zunächst zwei Versuchsreihen, die 
eine mit gewöhnlicher Bouillon, die andere mit Bouillon und 
1 °/ 0 Traubenzucker ausgeführt. 

In zwei Kolben mit gleichen Mengen Bouillon, davon eine 
mit 1 °/ 0 Traubenzucker, wurden 169080 Keime des Bact. proteus 
ausgesät; nach 24 Stunden betrug die Keimzahl in der ge- 
wöhnlichen Nährlösung 492543800, in der mit Zuckerzusatz 
371245700 Keime in 1 ccm. Dann wurden durch Zusatz von 
ca. 125 ccm Toluol zu jeder Nährlösung die Bakterien abgetötet 
wie durch Kontrollen festgestellt wurde. Während der ganzen 
Versuchsdauer wurde die Reaktion geprüft; bei der Bouillon 
ohne Zucker war sie anfänglich schwach sauer, wurde jedoch 
bald alkalisch und diese Alkaleszenz nahm mit der Zeit erheb- 
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lieh zu, die Traubenzuekerlosung zeigte zurzeit der Abtötung 
und kurz nach der Abtütung neben starker (Jasbildung eine 
kräftig saure Reaktion, die sich nach und nach bis zur schwach 
alkalischen abstumpfte. Die Menge XH S , die während der 
ersten 24 Stunden, als noch die lebenden Keime in 
der Flüssigkeit vorhanden waren, gebildet wurde, 
war bei beiden Lösungen fast dieselbe, sie betrug 
4,25 mg mehr als in der un besäten vorhanden war. 
Das ist immerhin ein Vorgang, der Beachtung verdient, indem 
er uns zeigt, dafs durch die Säurebildung aus Zucker jedenfalls 
die NII 3 -Absi>altung nicht gehemmt war. 

Fi*. <;. AminnninkhiMtiMK beim Hut Proji-us AM ■■ 1 11 n r durrti Toluol, 

a: - MI,. Kurve für !*) rem sterile rfer<leflei-i'ht.oui'.U>n. 

b) — — . = . • . mit Zin-k.>rzu«»t*. 

cj = » ... . rihne • > 




1. 2, 3. 4. J». 6. 7. H. 9. 10. tl. 12. IS 14. i:>. 16. 17. 18. 19. 20. 21. T*g 

Die Versuche beweisen mit aller Sicherheit, dafs NH 3 auch 
ohne die gleichzeitigen Lebensvorgänge etwa auf fermentativem 
Wege entstehen kann, da von Anfang an etwas Säuregehalt iu 
beiden Fällen sich zeigte, also NII 3 - Verluste nicht eingetreten sind, 
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so habeu wir einen quantitativ sich aussprechenden Zuwachs an 
NH 3 , der dann später in einen geringen Verlust überleitet, nach- 
dem die Lösungen schwach alkalisch geworden waren. 

Die Steigung der NH 3 -Menge am Ende des Versuchs wurde 
erhalten, als auch der Bodensatz der Flüssigkeit mit verarbeitet 
wurde. Ursache hierfür gibt entweder der Umstand, dafs die 
Bakterienleiber natürlich auf die anliegenden Nährstoffe leichter 
fermentativ wirken können oder auch in der Ausfällung von 
Trippelphosphat, was bei der stark alkalischen Reaktion nicht 
auffällig war. 

In einem weiteren, nur orientierenden Versuch wurde der 
Rasen von ca. 15 Proteus-Schrägagarkultu ren, nach- 
dem mittels Azeton die Keime abgetötet waren, in ca. 800 ccm 
steriler Bouillon geschüttet. Das Gewicht des nach Verdunsten 
des Azetons staubtrockenen Rasens betrug 0,093 g. 
Die NII 3 Bestimmung sowie der Stickstoffnachweis nach Hüf- 
ner ergeben folgende Resultate: 



Ii 

Tnjr der 
1 iitcrsuohung 


Mengte MI, in 
üü ccm rler 
Bouillon 
in ihr') 


StickstotTK'etmlt 
nm-h Huftier 
pro .".11 1 ' in 
in iiiK 1 ; 


1 


2,126 


7,41 


8 


0,850 


8,744 


6 


2,400 


16.822 






8,41)8 


l j 


0,85 


2,123 


11 


1,275 




13 


0,85 





Die NH 3 -Entwicklung ist am ersten Tage schon ziemlich er- 
heblich, wobei man allerdings nicht vergessen darf, dafs 15 Agar- 
kulturen verwendet worden sind. — Auf das richtige Mafs re- 
duziert, wird man sagen dürfen, die fermentative Zerlegung 
spielt bei der NH, -Bildung zwar mit, sie steht aber 
doch sehr in zweiter Linie. 

Es ist möglich, dafs in diesem Versuch das Ausfallen von 
Trippelphosphat mitspricht, da diese Kristalle auch nach gutem 

1) Nach Abiug der präformierten Menge. 
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Schütteln leicht zu Boden fallen. Das würde gewisse Ungleich- 
heiten des NH s -Vorkommens verständlich machen. Mit dem 
Wachstumsprozefs selbst hat die NH 3 -Bildung keinerlei Zusam- 
menhang, sie ist vielmehr ein Stoffwechselvorgang. 

Herrn Geheimrat Rubner spreche ich für die liebens- 
würdige Unterstützung bei dieser Arbeit meinen verbindlichsten 
Dank aus. 
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Über die Ernährung einiger Spaltpilze in pepton haltigen 

Nährböden. 



Von 

Dr. Nawiasky, 

früherem Assistenten nm hygienischen Institut. 

(Aus dem Hygienischen Institut der f.VivendUU Berlin. Direktor: Geh. 
Medizinalrat Prof. Dr. M. Rubner.) 

Einleitung. 

Unter den gewöhnlichen, im täglichen Leben häufig beo- 
bachteten Vorgängen nahm zu allen Zeiten die Fäulnis eine 
hervorragende Rolle ein, schon zu der Zeit, als sich die Medizin 
in den Uranfängen befand und man weder über die Ursache 
der Fäulnis noch auch über die Natur der zu spaltenden Stoffe 
irgendwelche Vorstellungen besafs. 

Die Liebigsche Theorie suchte später eine rein chemische 
Erklärung der Vorgänge wahrscheinlich 7,11 machen und verlegte 
das Zersetzungsvermögen in die sich umwandelnden Eiweifs- 
stoffe. Die vitale Auffassung von Fäulnis und Gärung trug aber 
mit dem Aufblühen der mikrobiologischen Forschung den Sieg 
davon. 

Als man mit Sicherheit wufste, dafs bei der Fäulnis stets 
Mikroorganismen anwesend sind, und dafs die Produkte der 
Fäulnis wesentlich in einer Veränderung der eiweifsartigen Stoffe 
und ihrer Derivate bestehen, glaubte man, sie einfach als die Zer- 
setzung solcher Körper durch Mikroben bezeichnen zu dürfen. 

Archir für Hygiene. Bd. LX1V. o 
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Bacterium termo sollte an allen solchen Prozessen in erster Linie 
beteiligt sein. Mit der tieferen bakteriologischen Erkenntnis und 
der genaueren chemischen Analyse wurde der zuerst sehr ein- 
heitlich und schematisch aufgefafste Fäuluisprozefs nur ver- 
wickelter. Die Unitätstheorie wurde unhaltbar, an Stelle einer 
Bakterienspezies traten in der bakteriologischen Ära Dutzende 
von Fäulnisorganismen, und die Spaltung von Eiweifs und dessen 
Derivaten lieferte Produkte und Erscheinungen, die nur sehr 
locker mit Fäulnisprozessen in Einklang zu bringen waren. 

So schied schliefslich der Begriff Fäulnis aus den wissen- 
schaftlichen Definitionen wieder aus und ist schliefslich eine 
praktisch freilich nicht entbehrliche Bezeichnung für bakterielle 
Zersetzungen von Eiweifs, dessen hyrolytisehen Spaltprodukten 
und von Extraktivstoffen geblieben, bei welchen unter mehr oder 
minder vollkommenem Ausschlufs des Luftsauerstoffs stinkende 
Spaltungsprodukte geliefert werden. 

Ist somit das wissenschaftliche Streben, die Fäulnis zu de- 
finieren, auch als gegenstandslos verlassen, so wird doch gerade 
das Studiuni der Spaltung N-haltiger organischer Stoffe durch 
Bakterien als eine wichtige Aufgabe bezeichnet werden können. 

Auch in dieser Hinsicht wird man nicht gerade über einen 
Mangel an Literatur klagen können, ein grofser Teil der Ex- 
perimente, welche mit Bakteriengemischen aller Art angestellt 
wurde, hat aber heute kaum mehr als historisches Interesse, 
wenigstens für den Biologen, der mit quantitativen Vorstellungen 
zumeist operieren mufs. 

Die Erklärung der Umsetzung der Eiweifsstoffe und ihrer 
Derivate hat alter trotz der vielen vergeblichen Anläufe nichts 
von ihrer Bedeutung eingebüßt. Wir haben allen Grund zur 
Annahme, dafs die überwiegende Masse der Bakterienspezies die 
N-haltigen Stoffe in ihrem Lebensprozefs verwendet. Sie hat zu- 
nächst rein biologisches Interesse im Hinblick auf die Zell- 
physiologie, aber auch ihre Bedeutung für die Ausbildung einer 
wissenschaftlichen Methodik für die Herstellung der Nährböden 
und die Erklärung der pathogen?!! Eigenschaften. 
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An Stelle der verschwommenen Experimente über die Fäulnis 
mufs also das Studium der Bedeutung der N-haltigen Stoffe 
in der Ernährung der Mikroorganismen treten; dahei müssen 
aber tunlichst alle Gesichtspunkte eines geordneten Ernährungs- 
und Stoffwechselexperiments berücksichtigt werden. 

Jedes Ernährungsexperiment mufs ausgehen von der Kennt- 
nis der Menge der in Aktion tretenden lebenden Wesen. 
Die Leistung ist in erster Linie eine Funktion der lebenden 
Substanz. 

Gerade die einfachste und elementarste Anforderung ist in 
den einschlägigen Fragen fast zumeist ganz und gar vernach- 
lässigt worden. So hat man oft schon von der Bildung spezi- 
fischer Stoffwechsel produkte gesprochen. 

Ein einfacher Vergleich zweier Kulturen, wie sie vielfach in 
dem Gedanken, Unterschiede in der Ernährung zu finden, abge- 
stellt worden sind, ist für die Frage spezifischer Umsetzungs- 
kräfte unverwertbar, weil die Masse wirksamer Substanz dabei 
unbekannt bleibt. Die einfache bakterielle Auszählung ist dabei 
nicht zu verwenden. Eine für viele Fälle anwendbare Methode 
zur Feststellung der Ernten ist von Rubner vor einigen Jahren 
angegeben worden (Arch.f. Hyg., XVI, S. 78 u. ebenda, Bd.XLVIll, 
S. 299). 

Die Zählmethode versagt vielfach wegen des Aneinander- 
klebens der Individuen, aber auch der Verlust der Wachstums- 
fähigkeit auf künstlichen Nährböden ist nach Rubner kein Be- 
weis des Abgestorbenseins und der stofflichen Inaktivität. 

Man mufs unter solchen Bedingungen arbeiten, dafs grofse 
Ernten erzielt werden, weil nur dann die Fehlor ausgeschlossen 
werden können, die von zufälligen Verunreinigungen der Nähr- 
stoffe herrühren. Ernten, die vielen Tausenden von Keimen im 
Kubikzentimeter Nährlösung entsprechen, sind oft durch Unrein- 
heiten selbst chemisch reinst dargestellter Substanzen bedingt. 

Wir haben weiter vom biologischen Standpunkte die Zeit, 
innerhalb welcher solche Produkte entstehen, als etwas Wesent- 
liches zu betrachten, denn die in einer Zeiteinheit vollbrachten 
Leistungen sind wesentlich für ihre biologische Bewertung. Je 
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intensiver die Produktion gewisser Spaltprodukte ist, um so 
sicherer ist ihre Bedeutung für die Ernährung der Mikroben. 

Im Lebensprozcfs der Ernährung der Bakterien haben wir 
zunächst nichts anderes zu erwarten, als was sonst die Ernährung 
von Organismen als prägnante Eigentümlichkeiten an sich trägt. 

Rubner hat zuerst die Bakterienernähruug vergleichend 
physiologisch betrachtet 

Im Bakterienstoffwechsel haben wir, wie auch sonst in der 
Ernährungsphvsiologie, zwischen Nutritionsvorgängen — (dem 
Wachstum) und den Dissimulationsvorgängen (dem Umsatz) zu 
unterscheiden. 

Die bekannteren der >Gärungoiu sind — von einigen steht 
es bereits sicher — Vorgänge des Stoff Umsatzes ; sie prägen sich 
nur dadurch als etwas Besonderes aus, weil wir in manchen Fällen 
diese Gärprodukte (Alkohol, Sauren) leicht bestimmen können, 
und weil speziell durch den Umstand, dafs es N-freie Gruppen sind, 
welche zerlegt werden können, dieser Stoffwechsel sich klar und 
scharf vom Wachstum und der Bildimg lebender Substanz scheidet. 

Die Vorgänge der Dissimulation sind, wie Rubner zuerst 
dargetan hat, bei Bakterien, auch dort, wo ungeklärte Zer- 
setzungsgleichungen zugrunde liegen, kalorimetrisch nach- 
zuweisen, und gröfser und mächtiger als die Nutritions Vorgänge 
lArch. f. Hyg., LVI1, S. 193). Bei vielen bis jetzt untersuchten 
Bakterien ist der Umsatz energetisch genau so wie bei den Tieren, 
d. h. es findet eine Wärmeentwicklung statt. 

Angaben über das Vorkommen der Verwertung fremder 
Energie durch Bakterien, wie bei den grünen Pflanzen, sind in 
neuerer Zeit wieder fraglich geworden und waren nie genauer 
messend untersucht worden. 

Die meisten Prozesse werden nach dem ersteren Schema 
einen Abbau, eine Dissimulation hervorrufen, wie diese bereits 
von Rubner näher gemessen ist (a. a. O S. 193.) 

Das chemische Studium des Abbaues dieser thermisch in 
ihre n G e s am t w i r k u n g e n wenigste n s s c h a r f z u fasse n- 
d e n Umsetzungen begegnet nur deswegen gröi'seren Schwierig- 
keiten, weil es uns noch an leicht auszuführenden und genauen 
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Trennungsmethoden der Spaltstücke der N-haltigen Nährsubstanzen 
Fehlt. Die Erkenntnis aber gerade dieses Abbaues der N-haltigen 
Stoffe hat wegen der pathogenen Keime, die im Tierleib wuchern' 
besonderes Interesse. 

Die von N-haltigen Nährstoffen ausschliefslich lebenden 
Organismen unterscheiden sich von der Bierhefe z. B. nur da- 
durch, dafs diese einen für das N und die Kohlehydraternährung 
scharf getrennten Stoffwechsel hat, wahrend für die Bakterien, welche 
von organischen N-haltigen Körpern leben, das gleiche Ernährungs- 
material — für alle Zwecke benutzt wird. 

Man könnte daher nach Hubner die einen Organismen 
monotrophe, die anderen ditrophe nennen, doch betrifft 
diese Benennung eben nur im grofsen und ganzen die Gruppierung 
der Nahrungsstoffe in N-haltige und N-freie, es bleibt aber 
natürlich die Frage offen, ob etwa zur Erhaltung des N-Verlustes 
(Wiederersatz) und zur eigentlich energetischen Wirkung nicht 
doch differente Nahrungsstoffgruppen verwendet werden müssen, 
welche zwar N-haltig, aber von anderer Konstitution als die 
Nutritionsstoffe sind. 

Inwieweit wirklich monotrophe Ernährungsprozesse vor- 
kommen und Verschiedenheiten hiervon, ist für Bakterien durch 
eingehende überzeugende Versuche nicht erwiesen. 

In allen Fällen haben wir in dem Wachstum im engeren 
Sinne einen Prozefs. in welchem N-haltige Stoffe unentbehrlich sind. 

Über diejenigen Stoffgruppen, welche für das Wachstum 
und diejenigen, welche dem l'msatz dienen, wissen wir zurzeit 
gar nichts Bestimmtes, da keinerlei quantitative Experimente aus- 
geführt worden sind. 

Der Umsatz ist bei einigen näher untersuchten Bakterien 
quantitativ der umfangreichere Prozefs in den Ernährungsvor- 
gängen. 

Generelle Gesetze über die chemische Anforderung an Stoffen, 
welche für das Wachstum geeignet sind, kennen wir nicht, zweifel- 
los sind viele ältere Angaben reformbedürftig, insoweit man 
blofs qualitativ das > Wachstum c auf irgendwelche Nährböden 
als entscheidend für die Brauchbarkeit zum Aufbau der Zellen 
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ansah. Wie schon erwähnt, ist die mikroskopische Methode 
wegen der unvermeidlichen Verunreinigungen des Präparats, aus 
denen die Nährböden hergestellt werden, unsicher, weil diese 
kleinen Ernten ehensowohl aus der bekannten Substanz eines 
Nährbodens, wie aus der unbekannten Substanz einer Ver- 
unreinigung herrühren können. So erklärt es sich auch, dafs man 
Nährböden empfohlen hat, die, wenn sie wirklich aus den Be- 
standteilen zusammengesetzt gewesen wären, die man angab, 
wegen des völligen Mangels an S gar kein Wachstum hätten 
geben können. 

Man kann also unsicher sein, inwieweit Synthesen aus 
Ammoniak vorkommen. Sicher ist die Brauchbarkeit von 
Peptonen, Stoffen, die in den Extrakten der Organe vor- 
handen sind, zum Aufbau des Eiweifses der Bakterien. 

Bei Proteus findet man in Fleischextrakt so viel an Bakterien- 
uiasse, dafs deren N nicht aus den Albuine >sen des Extraktes 
stammen kann. Dies ergibt sieh auch aus den Untersuchungen 
über die Rolle der schwefelhaltigen Stoffe in Organextrakten, in 
denen über 4O 0 (l Schwefel in der Ernte erscheint, obschon als 
Peptone und ähnliches nur bescheidene Anteile verfügbar sind 
(Kubner, Arch. f. Hyg XVI, S. 78). 

Die N-haltigen und S-haltigeu Gruppen treten in den Bakterien 
in anderen Relationen, als sie im Extrakt enthalten sind, zusammen 
und beweisen die synthetische Aneinanderfügung. 

Derartige Prozesse des Aufbaus aus Spaltstücken des Eiweifses 
haben um so weniger Befremdendes an sich, als ja Synthesen aus 
einfacheren Materialien bei Pilzen bekannt sind, und bei der 
Hefe in wenigen Stunden die autolytisch gelösten Spaltstücke 
sich wioder vereinigen können. 
! Eine t'nterf rage von Bedeutung wäre es, festzustellen, inwie- 

weit bei den zum Wachstumsprozesse selbst nötigen Stoff- 
verschiebungen Abfallkörper sich bilden. 

Dieser Gedanke ist um so berechtigter, je weiter die Nahrungs- 
substauzeu vom «Eiweife« abstehen; zum mindesten würden 
doch Wassermoleküle abgespalten werden; ob darüber hinaus 
C0 2 , NH 3 , SH 2 und ähnliches als >Abfallc abgetrennt wird, 
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ist nicht erwiesen, weil eben auf diesem Gebiete überhaupt noch 
wenig feststeht, aber doch nicht wahrscheinlich, weil wenigstens 
NH-, und SH 2 Bestandteile führen, die für den Zellaufbau oft nur 
schwierig beschafft werden können und ausgewertet werden 
müssen. 

Mit dem Wachstumsprozefs selbst, d. h. dein Ansatz, ist die Ab- 
stofsung S haltiger (.iruppeu als SH., nicht verbunden, das kann 
durch Versuche in einzelnen Fällen als bewiesen erachtet werden. 
Ks bedarf aber gerade diese Frage weiterer Bearbeitung. 

Das weitere Eindringen in den Stoffwechsel der Bakterien 
mit quantitativen Methoden kann nach dem Gesagten als ein 
dringendes Bedürfnis anerkannt werden. Ein systematisches 
Vorgehen wird noch mangels der fehlenden Erkenntnis über die 
Natur der Nahrungsstoffe der Bakterien ganz unmöglich. Die 
erste Aufgabe mufs sonach darin bestehen, in gröfseren Umrissen 
eine Feststellung der etwa verwendeten Nahrungsstoffgruppen zu 
finden. 

Dies kann in zweierlei Weise geschehen, indem man einer- 
seits die Aufzehrung von Stoffen auf verschiedenen Nährböden 
mit dem Nahrungsvorrat vergleicht, oder indem man die End- 
produkte mifst, oder beide Vorgänge zusammen verfolgt. 

Leider ist es ziemlich unbestimmt, welche Nahrungsstoff- 
gruppen für die Umsetzungen in Anspruch genommen werden; 
es ist glaublich, dafs Eiweifsstoffe selbst, Peptone, aber auch 
Spaltstücke dieser, die sehr zahlreich sein können, dazu dienlich 
sind. Von Endprodukten der Zersetzung eiweifsartiger Stoffe 
und deren Spalt- und Umwandlungsprodukten(Extraktivstoffen)kann 
zunächst SII 2 oder seihst durch sekundäre Umwandlung S0 4 H 2 
in Betracht kommen, wie Kubner, S tagn i t ta- B alistreri 
und Morris gezeigt haben. 

Keineswegs zeigen alle Keime in organischen Nährsubstanzen 
SHo -Bildung, wie Peter und Mafsen angegeben haben; es würde 
ein solches Vorkommen auch biologisch schwer verständlich sein, 
da zweifellos der Bakterienstoffwechsel der letzte unter allen 
Lebewesen ist, der nach einem Schema abläuft. Ja auch mit 
der üblichen Stufenleiter, dafs Eiweifsstoffe die besten, Peptone 
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die weniger guten, noch einfachere Spaltstücke schlechte Nähr- 
stoffe seien, und in ähnlicher Stufenfolge Endprodukte, z. B. SH., 
lieferten, mufs man brechen. 

Proteus liefert in .sehr eiweifsreichen Boden z. B. keinen SH.,, 
aber sofort, wenn er in Extraktivstoffe (Fleisch) ausgesät wird. 

Dafs im Stoffwechsel stets etwas S haltige Stoffe verbraucht 
werden, dafür spricht manches, wenn es auch für Bakterien noch 
nicht bewiesen ist ; aber es braucht nicht angenommen zu werden, 
dafs deshalb auch ein steter Verlust von S, an II gebunden, aus 
der Zerstörung der lebenden Substanz (Abnutzungsquote) fliefsen 
mufs. 

Merkaptane treten neben SH 2 offenbar selten in grofsen 
Mengen auf, leicht gelingt der positive Nachweis bei Proteus. 

Es ist sehr wohl möglich, dafs es auch bei Bakterien ähn- 
liche Organismen gibt wie die Hefe . in deren Stoffwechsel die 
Bildung von SIL gar keinen Platz hat. Bei Bac. myeoides hat 
Rubn er gezeigt, dafs hier aufser dem Ansatz von Schwefel über- 
haupt kein Abbau in nennenswerten Gröfsen vorkommt. 

Aber auch für Fälle, in denen Spaltprodukte des Eiweilses den 
ganzen Stoffwechsel bestreiten, ist es sehr wohl denkbar, dafs die 
Zersetzungskraft für S-haltige Stoffe fehlen kann. 

Wir müssen doch mit der Möglichkeit rechnen, dafs auch 
»Gärungen* von bestimmten, eng begrenzten Polypeptidgruppen 
u. a. anderweitigen Stoffgruppen vorkommen. 

So wichtig der S als Element des Aufbaus sein mufs. so 
ist er doch als Abfallprodukt quantitativ, falls es nicht etwa 
spezifische Organismen gibt, die nur solche Stoffe für die Zer- 
setzung auslösen, schon wegen der geringen Menge, in welcher 
die S haltigen Gruppen vorkommen, von geringerer Bedeutung. 

Es gibt aber auch noch wichtige andere Produkte bei den 
Umsetzungen, die man als Endprodukte anzusehen gewöhnt ist. 

Von der aromatischen Gruppe der Eiweifsstoffe und Peptone 
bleibt nicht selten Indol zurück, viel häufiger, als bis vor kurzem 
angenommen wurde (Morris a. a. O. S. :50V)). 

Auch mit dieser Gruppe wird man im allgemeinen erwarten 
dürfen, nur einen beschränkten Teil von Umsetzungen kennen 
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zu lernen, da die Muttersubstanzen für diese Körper im Eiweifs- 
molekül, also auch in den Spaltprodukten, in recht mäfsigem Anteil 
vertreten sind. 

Quantitativ am wichtigsten erscheint die Umwandlung der 
X-Verbindungen durch die Endprodukte, welche das Element 
X einsehliefsen. 

Sicher ist Ammoniak (oder dessen Verwandte) ein Endprodukt 
der Zerlegung N-haltiger organischer Stoffe; es ist auch aus 
thermochemischen Gründen wahrscheinlich, dafs dioser 
Abspaltung in energetischer Hinsicht eine wichtige 
Bedeutung zukommt. 

Nach den Untersuchungen, welche Berghaus im hiesigen 
Institute hinsichtlich der Bildung von NH. t und dessen Derivaten 
in Peptonbouillon angestellt hat, ist diese Spaltung offenbar bei 
vielen Bakterien, wenn auch in verschiedener Intensität vor- 
handen. Sie ist keineswegs überall durch eine alkalische Re- 
aktion der Kulturflüssigkeit zu erkennen, es ist vielmehr die 
quantitative exakte Analyse des ganzen Nährbodens hierzu er- 
forderlich. 

Vielfach benutzte man für die Beurteilung der Alkalibildung 
nun das Auftreten der Verfärbung eines Indikators wie Lackmus 
u. dgl. oder die Titration des Nährbodens. 

Auf diesem Wege kann man aber keine Auskunft über die 
; Alkalibildung« erlangen, da in Nährböden NH 3 - Abspaltung und 
Säuerung doch nebeneinander vorkommen können. — Dies gilt 
besonders von zuckerhaltigen Nährböden, die aufserdem reich an 
N-haltigen Nährstoffen sind. Will man die Alkalibildung kennen 
lernen, so mufs man dieselbe auch direkt durch Analyse fest- 
stellen, wie dies im hiesigen Laboratorium durch Berghaus 
geschehen ist. 

Wir haben ein Recht zur Annahme, dafs die Loslösung von 
NH 3 eine sehr häutig eintretende Reaktion ist, deren Bewertung 
vom energetischen Standpunkt allerdings keine einheitliche sein 
kann. Jedenfalls ist in X haltigon Nährböden das Ammoniak 
da9 wichtigste Endprodukt. 



42 Über die Ernährung einiger Rpaltj.ilzo in peptnnhaltigen Nährböden. 

Auf Grund dieser allgemeinen Erwägungen wurde zunächst 
der Versuchspinn entworfen. 

Die Ernährung der Bakterien zeigt zweifellos zwei ver- 
schiedene Schemata : 

a) Ernährung in N-haltigen Nährböden allein; 

b) Ernährung in kohlehydratführenden Medien. 

Es ist ganz gewifs, dafs manche Bakterien sowohl in dem 
einen wie in dem anderen Nährgemisch leben können, und es 
ist wahrscheinlich, dafs es sich dabei um »Nahrungsstoff Ver- 
tretungen« handelt; daher die tfäulniswidrige Kraft« der Kohle- 
hydrate. 

Die Art der Umwandlung in letztere ist in einer grofseu 
Anzahl von Fällen durch Gosio im hiesigen Laboratorium unter- 
sucht worden. Das Schwergewicht ruht daher noch auf der 
Untersuchung der Ernährungsverhältnisse auf N haltigen Nähr- 
böden. 

Es sollte ein Nährboden verwendet werden, der, wenn auch 
ziemlich kompliziert, doch durch die chemische Analyse eine 
Gruppierung der Nährstoffe erlaubt, und zugleich sollten die 
quantitativen Bestimmungen einiger wichtiger Endprodukte er- 
möglicht werden. Gleichzeitig war die Feststellung der Erute- 
menge unabweislich. 

Methodisches. 

Zur Verwendung gelangte Fleischextrakt, direkt aus Fleisch 
hergestellt, dem sodann noch Wittes Pepton und Kochsalz zu- 
gesetzt wurde, also — l'eptonbouillon — wie sie für bakteriolo- 
gische Zwecke vielfach benutzt wird. Natürlich mufste auch 
die Alkalisierung vorgenommen werden. 

Die Nährlösung (200 cem) wurde nach dem Sterilisieren ge- 
impft und bei 34—35" im Brutschrank gehalten und in bestimmten 
Intervallen (10, 20, 30 Tage.) die Untersuchung vorgenommen. 
Es wurden jedesmal Kontrollversuche gemacht, und die Mittel- 
zahlen, von denen grofso Abweichungen nicht vorkamen, als 
Endwerte in Rechnung gesetzt. 

Der Gang der Untersuchung war folgendor: 
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Die Nährlösung wurde zunächst mit Essigsäure angesäuert 
und mit Eisenazetat durch einstündiges Erhitzen im Dampf- 
topf gefällt, sodann die Flüssigkeit zum ursprünglichen Gewicht 
mit destilliertem Wasser aufgefüllt. 

Nach dem Abzentrifugieren und zweimaligen Auswaschen 
mit destilliertem Wasser wurde in dem Niederschlag der Stick- 
stoff bestimmt und als BakterienstickstotT in Anrechnung ge- 
bracht. 

In der uach der Fällung über dem Niederschlag stehenden 
Flüssigkeit wurde der N nach Kjeldahl bestimmt. 

Die Summe Bakterien-N -f Reststickstoff (der Flüssigkeit) 
gab den Gesamt-N , zieht man diesen vom Anfangs-N-Gehalt 
ab, so kann ein etwa vorhandenes N-Defizit als Verlust durch 
flüchtige Ammouiumbasen in Rechnung gestellt werden. 

Aufserdem wurden in dor Stammlösung, wie in der von 
Bakterien befreiten Flüssigkeit durch Fällung mit Zinksulfat 
die Albumosen abgeschieden und im Niederschlag (nach Aus- 
waschen mit gesättigter Zinksulfatlösung) nach Kjeldahl der 
» Albumosen-Nc eruiert. 

Eine andere Probe wurde mit Phosphorwolframsäure be- 
handelt. Je 60 g der Lösung wurden durch verdünnte Schwefel- 
säure auf einen Gehalt, entsprechend einer 1 1 \ 2 normalen Säure, 
gebracht und mit 100 ccm der offiziuellen Phosphorwolframsäure 
gefällt. Nach den von Barschall und Bauer gemachten Er- 
fahrungen (Arbeiten aus dem kaiserl. Gesundheitsamte 24, S. 561) 
wurde erst nach 48 Stunden filtriert und der Niederschlag nach 
Kjeld ah 1 verbranut. Er lieferte unter den vorliegenden Ver- 
hältnissen ein Gemenge verschiedener Körper, das sieh aber 
weiter trennen läfst. 

Zur Bestimmung des Kreatins und des Kreatinins wurde 
nach Baue rund Barschall (a. a. 0. S. 562) zunächst das Kreatinin 
kolorimetrisch durch Überführen in die Pikrinsäureverbindung be- 
stimmt, sodann durch 4 stündiges Erhitzen auf dem Wasserbade 
in V, normal salzsaurer Lösung auch das Kreatin in Kreatinin 
übergeführt und der Zuwachs an Kreatinin als Kreatin in 
Rechnung gesetzt. 



44 Über die Ernährung einiger Spaltpilze in peptonhaltigen Nährböden. 

Bei der Bestimmung des Aminostickstoffs wurde gleichfalls 
nach den Angaben der erwähnten Autoren verfahren. Dabei 
werden eventuell vorhandene alkylierte Basen teilweise nutgefallt, 
die Aminosäuren jedoch nicht absolut quantitativ zur Ausfällung 
gebracht. Es wurde eine entsprechende Korrektur angebracht 
(0,00002 g N pro Kubikzentimeter der Lösung). 

Die flüchtigen Busen wurden durch Destillation mittelst 
Natriumkarbonat im Vakuum nach einer von Gräfe 1 ) ausge- 
arbeiteten Methode bestimmt. Je 20 g der Lösung wurden in 
ein Gemisch von 100 ccm einer gesättigten Na a CGyLösung, 100 ccm 
einer gesättigten Na Cl-Lösung und 70 ccm Alkohol gegossen und 
die im Vakuum unter 40° übergehenden flüchtigen Basen in 
titrierter Säure aufgefangen. 

Aus diesen einzelnen Bestimmungen läfst sich folgendes ab- 
leiten : 

a) Der Albumosen-N. 

b) Der Pepton N (-f- Hexonbasen-N), hierzu mufs von dem 
Phosphorwolframsäure N abgezogen werden: der Albu- 
mosen-N -f N der flüchtigen Ammoniakverbindungen 
+ dorn N des Kreatinins; die Hexonbasen wurden 
wegen ihrer geringen Menge vernachlässigt. 

c) Der flüchtige Basen-N ; — dem direkten Befund -f- dem 
verdunsteten Anteil an Basen (N-Defizit). 

d) Zieht man von dem N-Gehalt der Flüssigkeit, wie er zu 
Beginn des Versuchs oder auch zu Ende desselben ge- 
funden wurde, den N des Phosphorwolframsäure-Nieder- 
schlags -f- Aminostickstoff ab, so bleibt ein meist kleiner 
N Rest, der zweifellos auf solche Anteile der Fleisch- 
extraktivstoffe, welche nicht durch Phosphorwolframsäure 
fällbar sind, zurückgeführt werden mufs. Rubner hat 
schon im Jahre 1879 (Zeitschr. f. Biol. XV, S. 488) gezeigt, 
dafs nur ein kleiner Teil des Extrakt-N {— 15,6°/ 0 ) von 
Phosphorwolframsäure gefällt wird. Da die Extraktiv- 

I) ZeitHthrift für phyKiologinrhe Chemie VJ0G, Bd. XLVIIJ, S. 300. 
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stoffe nur in kleinen Mengen vorhanden waren, fällt der 
auf diese Körper treffende N-Anteil auch nur gering aus. 

e) Kxeatin und Kreatinin wurden für sich in Rechnung 
gestellt. 

f) Desgleichen der Amino-N. 

Daraus ergibt sich, dafs wir demnach über eine ganze Zahl von 
Stoffgruppen durch die Analyse Auskunft geben können, teils 
handelt es sich um Körper, deren Nährffthigkeit aufser Zweifel 
steht (Albumosen, Peptone), teils um sichere Produkte des Ab- 
baues (flüchtige Basen, Amino N). 

Versuche. 

Vibrio Pinkler-Prior. 

Über die Ernährungseigentümlichkeiten dieses Keimes ist 
so gut wie nichts bekannt; man weifs, dafs man selten einmal 
die Indolreaktion und dann meist sehr schwach erhält, Schwefel- 
wasserstoff findet man in kleinen Mengen in 9 —10 Tagen alten 
Kulturen. Bekannt ist noch sein starkes Leimlösungsvermögen. 

Die Versuche mit diesem Keime hatten folgendes Ergebnis: 

Stickstoff-Stoffwechsel des Vibrio Finkler prior in g N. 





4. I. 07 


14. I. 07 


24. I. 07 


4. II. 07 


Bnkteriensubgtanz . . 


. 0,0000 


0,1124 


0,1866 


0,1317 




. 0,7926 


0,6802 


0,6060 


0,6»>09 


(ieeamtsticketoff . . 


. 0,7926 


0,7926 


0,7926 


U,7626 


Albumosen .... 


. 0,3152 


0,2240 


0,2204 


0,1848 


PbosphorwolframHäure 


. 0,7090 


0,5894 


0,5178 


0,5642 


Flüchtige Basen . . 


. 0,0272 


0,0310 


0,0336 


0,0431 




0,0150 


0,0278 


0,0270 


0,0389 


Kreatinin 


. 0,0466 


0,0500 


0,0490 


0,0490 


Aminofttickutotf . 


. 0,0342 


0,0488 


0,0534 


0,0454 



Das Wachstum war ein sehr gutes wie die Ernten erkennen 
lassen. 

Daraus folgt: In der ersten Periode des Hauptwachstums sind 
angegriffen worden: Albumosen und Pepton und etwas von dem 
Rest-N. Es haben sich vermehrt: Kreatinin, Aminosäuren und 
flüchtige Basen, doch ist die Mehrung sehr unbedeutend. 
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Finkler-Prior: in 200 g sind enthalten: 





* l> I * l\ LIM 

V< 1 nrh 


Nach Iii ii 


Such l'ii Ingen 


Such 30 Tnisen 
« 


Gesamt-N . . . 


0,7*.*2(> 








Album. 


0,31 .V2 


0,2210 


0,2204 


0,1848 


Pepton . . . 


0.M200 


o,2s.is 


0,214* 


0,2870 


Kreat.-f-Kreatin 


0,0016 


0.077S 


nuTMi 


0,0*79 


Amino N . . . 


0,0342 


0,04 SM 


0,05.54 


0,0154 


RestN .... 


O,o:i44 


0,0142 


0,0078 


0,0124 


Flucht. Bauen . 


0,0272 


0,0316 


0,0336 


0,0434 


Ernte .... 


0 


0,1124 


0,1866 


0,1317 



In dieser Periode ist so gut wie alles zum Aufbau der 
Leibessubstanz verwendet worden. Dieb zeigt sich am deutlichsten, 
wenn man die absoluten Differenzen einander gegenüberhält, 
wie sie sich aus Tabelle S. 45 errechnen lassen, und wie sie auch 
später in Tabelle S. 58 zusammengestellt sind. Man hat: 

Summe der Abnahme: Zunahme: 
Albumoscn . 0,0912 Kroatin . . 0,0162 

Pepton . . 0,0362 Aminos. . . 0,0146 

Rcst-N . . . 0,0202 flucht. Basen 0,0042 

0,1476 0,0350 
Bakterien . . 0,1124 

0,0352 

Aufser den zum Ansatz nötigen Stoffe ist also die sonstige 
Veränderung des Nährbodens verschwindend klein. Es müssen 
daher wohl N-freie Stoffe für den Stoffwechsel verwendet worden 
sein. 

In der zweiten Periodo (10 — 20 Tage) zeigen sich folgende 
Änderungen : 

Summe der Abnahme: Zunahme: 
Album. . . 0,0036 Aminos. . . 0,0046 

Pepton . . . 0,0090 flucht. Basen 0.0018 

RestN . . . 0,0064 0,0064 
Kroatin . . 0,0018 

0,0*08 

Bakterien . . 0,0742 
0,0066 
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Fast alles umgesetzte N findet sich demnach in den Bakterien 
wieder. Damit steht fest, dafs eben die N-h altigen 
Stoffe, wieAlbum ose n and Pepton, n a hez u auss ch 1 i ef s- 
lich im Aufbau verwertet worden sind und sonstige 
Prozesse des Abbaues verschwindend kleine Werte 
darstellen. Von den Albumosen (0,3152) ist ein Teil (0,0948), 
nämlich 30,7 °/ 0 aufgebraucht von Pepton (0,3200) etwas mehr 
(0,1052) = 32,9 °/ 0 . 

In der dritten Periode (20. — 30. Tag) nimmt die Bakterien- 
substanz ab, es findet offenbar ein Absterben der Bakterien 
unter gleichzeitiger Auflösung statt. 

.Summe der Abnahme: Zunahme: 

Albumosen . 0,0356 Pepton 0,0722 

Aminostickstoff 0,0080 Kreatin j- Kreatinin 0,0119 

0,0436 Rest-N 0,0046 

Abnahme d.Ba kt. 0,0549 flüchtige Basen . ■ 0,0098 

0,0987 0,0985. 

Bei der Auflösung der Bakterien werden vermutlich tryptische 
Fermente frei, welche auch die Abnahme der Albumosen be- 
dingen. Die Bildung des Peptons, Kreatins und der flüchtigen 
Basen ist auf Zerfall der Leibessubstanz der Bakterien zurück- 
zuführen. 

Neben dem Ansatz im Wachstum wird man, in Analogie zu 
den Umsetzungen, die Rubner für die Hefe geschildert hat, 
annehmen dürfen, dafs immer kleine Mengen N -haltiger Substanz 
gespalten werden, selbst da, wo nur N-freie Stoffe den eigent- 
lichen Umsatz bestreiten. Es würde also dann das Auftreten 
kleinster Mengen von Spaltprodukten wohl verständlich sein. 
Fi n k ler- Prior bestreitet also nur die für das Wachstum nötigen 
Stoffe aus dem N-haltigen Material — seine sonstigen energetischen 
Bedürfnisse müssen daher in anderer Weise geregelt sein. 

Da trotz lebhaften Wachstums kein SH 2 auftritt oder nur in 
Spuren, gehört hier wenigstens die SH 2 - Bildung nicht zu den 
beim Organaufbau nötigen Umsetzungen. Dies ist auch schon 
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von Rubner für den Wurzelbazillus durch die Untersuchung 
des S Stoffwechsels erwiesen worden. 

Der Wurzolbazillus entnimmt einer Nährlösung nur so viel S, 
als sich am Ende des Versuchs in den neugebildeten Bakterien 
rindet. 

Nicht uninteressant ist, dal's Gramer (Arch. f. Hyg. XXII, 
S. 167) für den dem Vibrio Finkler nahestehenden Vibrio 
Oholerae sehr ahnliche Verhältnisse gefunden hat. Dieser Keim 
vermag den Stickstoff der alkalischen Bouillon vorzüglich aus- 
zunutzen, die Ernte nach 3 Tagen betragt 13,9 — 20,1 °/ 0 des ur- 
sprünglich vorhandenen Stickstoffs. Ammoniak wird dabei nur 
in geringer Menge gebildet. Cr am er hält bei dem Vibrio 
Cholerae eine direkte Gasatmung für erwiesen: »Der direkte 
Kontakt mit dem atmosphärischen Sauerstoff (in einem Häut- 
chen bildenden Stamm) befähigt die Cholerabazillen, den Nähr- 
boden besser auszunutzen, als wenn selbst bei reichlichster Luft- 
zufuhr kein solcher Kontakt stattfindet, c Bei Häutchen bildenden 
Stämmen war die Ernte etwa doppelt so grofs als bei anderen 
Stämmen desselben Keimes. 

B. Faecalis alcaligenes. 

Bei face, alcaligenes wurde der Versuch nach 30 Tagen be- 
endet, doch war nach 20 Tagen kaum mehr eine Erntezunahme 
zu erzielen, denn die kleinen gefundenen Differenzen fallen in 
die Fehlergrenzen eines gleichen Wachstums. 

Stickstoff -Stoff Wechsel <len Kur laeral. alcalig. in g N. 

19. X.06 29. X.06 7. XI. 06 17. XI 06 



Bakterienwubutnnz . . . 


0,0000 


0,0204 


0,021 tr, 


0,0234 






0,4*52 


o,5oo6 


0,4776 


(iesamtstickatoff . . . 


0,5074 


0,505« 


0,0302 


0,5110 


Albumonen 


u,io:m 


0,1 01 H) 


0,0972 


0,0940 


PhosphorwolfriuiiHHure 




0,0000 


0,3! »3s 


0,3974 


Flüchtige KuHon . . 


00300 


0,01 22 


0,1 iHlt»; 


0,07*4 




0,025- 


o,oi :» 


0.0126 


0,0226 




0,0506 


o.or.io 


0,0562 


0,040* 


AminoKtickHtoff .... 


0,0252 


0,0358 


0,0376 


0,0290 
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Vor tl« m 
Wrsiieh 



Gesamt N . . . 
Album. . . . 
Pepton ... 
Kreat {-Kroatin. 

AtninoN . . . 
Rest-N . 
Flücht. Basen 

Ernte 



0,5074 
0,1094 
0,21 »8 
0,07(54 

0,0252 
0,0206 
0,030 



Nach Ii) Tbj?im) Nach -Jil T«kph Nach :ül Thkimi 



0,1000 

0,0670 
0,0358 

0,0422 
0,0204 



0,0972 


0,0940 


0,1 708 


0,1842 


o,o«88 


0,0634 


0,087« 


0,0290 


0,0338 


0,03«) 


0,069»; 


0,0784 


0,029« 


0,0298 



In der ersten Periode ging die Bestimmung des Rest-N ver- 
loren. 

Die Ergebnisse zeigen ein anderos Bild als bei Finkler- 
Prior. Auffallend ist sofort das Unberührtbleiben 
der Albumosen, reichlich dient aber Pepton und die Kreatin- 
gruppe zur Nahrung. Aminosäuren und flüchtige Basen treten 
in gleicher Menge als Abfallstoffe auf. 

Die absoluten Werte der Umsetzungen waren: 



als 

Albumosen 

Pepton 

Kreatin 

Bakterien . 



Abnahme 
0,0004 
0,0375 
0,0094 
0,0473 
0,0204 



alB 

Aminosäure . 
flücht. Basen 



Zunahme 
0,0106 
0,0122 
0,0228 



0,0269 

In der zweiten Periode des Wachstums des faec. alcaligenes ist 
nicht zu verkennen, dafs der Abbau von Stoffen zum mindesten 
noch erheblich sich erhält. 

Mit Ausschlufs des Rest-N, der unsicher ist, ergibt sich: 



als 

Albumosen 
Pepton . . 
Kreatin 



Abnahme 
0,0118 
0,0375 
0,0018 
0,0511 

Bakterien . . 0,0092 
0,0419 

ArchlT für Hygiene. Ud. UUV. 



als 

Aminosäure 
flücht. Basen 



Zunahme 
0,0018 
0,0396 
0,0414 
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Auf das Wachstum kommt hier kaum der U ra- 
se tzuugeu des N, Aminosäuren und Basen treten in beachtens- 
werter Menge auf und müssen aus Pepton vor allem erzeugt 
worden sein. 

In der dritten Periode sind die Veränderungen des Nähr- 
bodens minimale, für den Anwuchs ist sozusagen nichts mehr 
verbraucht worden. Es machen sich aber trotzdem kleine Uni- 
setzungen geltend. Im Gegensätze zur Abnahme kleiner Albu- 
mosenmengen sehen wir einen aualogen Zuwachs an Pepton 
— wohl rein .fermentativer Natur — und der Abnahme von 
Kreatin, Aminosäure, Hest-N steht eine Zunahme von flüchtigen 
Basen gegenüber. 

Von den Albumosen sind in 30 Tagen rund 14, 1 2 % ver- 
schwunden, vom Pepton aber 25,1 °/ 0 , letzteres ist also fast 
doppelt so stark als Nährstoff in Anspruch genommen 
worden. 

Die Erzeugung flüchtiger Basen ist weit bedeutender als bei 
Fiukler- Prior gewesen, ohne dafs man aber den Eindruck 
sehr gewaltiger Umwälzungen erhält. 

Finkler- Prior ist sicher ein Keim, der entweder neben der 
N-Ernährung, die er zum Wachstum notwendig hat, überhaupt 
nur N-freie Stoffe im Leben benutzt, oder durch oxydativen Ab- 
bau der Nhaltigen Nahrung mit wenig Nährmaterial auskommt. 
Bei faeealis alcaligenes findet man eine Art Mittelstellung, die 
NH 3 -Bildung ist reichlicher geworden, ein Verwüsten N-haltiger 
Nährsubstanzen ist es aber entschieden nicht. 

Beide Keime zeigen durch ihre Vorliebe für Sauerstoff an 
sich schon an, dafs letzterer offenbar in der Zersetzungsgleichung 
eine Rolle spielt. 

Bei der Alkoholhefe, der Milchsäurebildung, der Essigsäure- 
bildung, kennt man Fermente, welche diese Uniwandlungen her- 
vorrufen können, es ist daher auch zu erwarten, dafs für die 
Umlagerung der N-haltigen Stoffe, für welche beim Tiere so 
stark wirkende Fermente in Pepsin und den tryptischen Sub- 
stanzen vorhanden sind, analog auch bei den Bakterien Körper 
sich finden, welche nach Abtütung des Mikroorganismus noch 
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fortwirken. Berghaus hat auch in der Tat bei Proteus vulgaris 
für die Ammoniakbildung einen solchen fennentativen Prozefs 
nachgewiesen. 

Aus ähnlichen Überlegungen wurde daher bei faecalis alcali- 
genes eine zweite Versuchsreihe angestellt und nach 10 Tagen 
Toluol zugegeben und gründlich gemischt. 

Der Erfolg des Experimentes ist aus der nachstehend an- 
geführten Tabelle zu ersehen: 



II. Versuch. Faec. alcalijr. 



Vor <1imii 
V.r>uili 


Nach in Taj?en 
K 


Narh 20 Tbkpii 
mit Toluol 

B 


(iesamt-N . . . 


0,3%.* 






Album. . . 


0,1576 


0,1481 


0,0814 


Pepton ... 


0,1525 


0,1025 


0,1363 


Kreatin . . . 


0,o:jo8 


0,0321 


0,0290 


Amino-N . . . 


0,0171 


0,0186 


0,0209 


Rest N .... 


0,0247 


0,029:5 


0,0575 


Fl Qcht. Basen . 


0,01.16 


0,0460 


0,0493 


Ernte .... 


0 


0,0197 


0,0218 



Es wurde zum Vergleich die Periode 10. — 20. Tag des ersteren 
Versuchs mit faecalis alculigenes herangezogen. Der Charakter 
der Zerlegung bei toluolisiertcn Bakterien und lebenden Bakterien 
ist sehr verschieden. Auch nach Abtütung der letzteren finden 
noch Zersetzungen statt. Sie charakterisieren sich in erster 
Linie durch ein starkes Angreifen der Albumosen, 
wahrend der lebende faecalis alc. nur wenig von ihnen verwendet. 
Die Albumosen werden offenbar hauptsächlich in Pep- 
ton übergeführt. Dies steht in Übereinstimmung mit einem 
ähnlichen Vorgang bei den nicht künstlich abgetöteten Kulturen 
zwischen dem 20. — 30. Tag der vorigen Reihe. Neben der 
Peptonbildung erfolgt aber noch vor allem die Bildung von 
Rest N, dagegen schreitet die Zerlegung nicht weiter bis zur Bildung 
von gröfseren Mengen flüchtiger Basen, wie dies in der lebenden 
Kultur geschieht. Im ganzen ist der Zerlegungsverlust 

ähnlich den Wirkungen eines tryptischen Fermentes. 

4- 
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In absoluten Zahlen ist die Veränderung folgende gewesen: 



Albumosen 
Kreatin 



Abnahme 

0,0077 
0,0031 
0,0708 



Pepton . . 
Amino-N . 
Rest-N . . 
flucht. Basen 



Zunahme 

0,0838 
0,0024 
0,0282 
0.0033 



0,0677 

Die auffallende Bevorzugung des Peptons als Nährstoff bei 
den lebenden Keimen scheint im Gegensatz zu stehen zu dem 
Vorhandensein des tryptischen Fermentes, es ist dieser Wider- 
spruch aber leicht zu lösen. Das Ferment ist offenbar 
endozellular und für die Umwandlungen innerhalb der 
Zelle nötig, nach der Toluol isierung lösen sich wahr- 
scheinlich die Zellen zum Teil auf, und nunmehr können 
die Fermente frei in der NährHüssigkeit sich verteilen. Ähnlich 
steht es mit der Fndotryptase bei der Ilefe/.elle. Die der Tokio- 
lisierung folgende Autolyse der Zellen kann also hinsichtlich 
der fermentativen Wirkungen der lebenden und intakten Zelle 
zu Täuschungen Veranlassung geben. 



Bao. mesentericus. 

Bac. mesent. stellt sich in seinem Verbrauch an N-haltigen 
Nährstoffen ähnlich dem V. Finkler-Prior, insofern Albumosen 
stark angegriffen werden. 

StickHtof f Stuf f Wechsel des Rae. Mesent vulgatOB in g N. 





4. I. 07 


14. I 07 


24. I. 07 


4. II. 07 


liakterienBubstanr . . . 


0,0000 


0,0572 


0,1 0t»8 


0,0404 


I^mnni; 


0,7926 


0,73«« 


o,«700 


0,6718 


»ieeamtHtickstoff . . . 


0,792« 


0,793h 


0,770h 


0,7122 




0,3 1 52 


0,04 7t; 


0,0272 


0,0379 


PhoHphorwolfrainstture . 


0,7090 


0,54*; 


0,5124 


0,4997 


Flüchtige Basen . . . 


0,0272 


0, 14.SU 


0,213t» 


0,2102 


Kreatin 


0,0150 


0,0280 


0,0205 


0,0270 




0,04«»? 


0,0570 


0,0531 


0,0551 


AminoHtirkstoff .... 


0,0342 


0,0990 


0,0550 


0,0688 
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Bac. mesenterie 



• 


Vor "Ii-iii 

WlNUrll 

1 ' 1 P U'. II 

K 


Nach in Ta«en 


Xiu h 20 Tagen 


Nach 30 l'B«fii 


(lesamt-X . . . 


0,7926 








A Ihn m 

n iuuui. .... 










Pepton .... 


0,3200 


0,2960 


0,2185 


0,1965 


Kreat-fkreatin. 


o,oüh; 


0,0850 


0,079t; 


0,0827 


Auiino N 


0,0342 


o,Ot>9o 


0,0550 


O.0688 


Rest-N .... 


0,0344 


0,0598 


0,07« 1 


0,0757 


Flücht. Basen . 


0,0272 


0,1480 


0,2354 


0,290«! 


Krnte - . . . 


o 


0,0572 


0.100H 


0,0404 



Pepton steht in der Benutzung sehr weit zurück, die Nhaltigen 
Abbauprodukte sind stark vertreten. 

Es beträgt in absoluter Zahl in der ersten Periode: 



die Abnahme 
an Albumosen 0,2676 

Pepton . . . 0,0240 

0,2916 
0,0572 
0,2344 



ab für Bakt. 



Kreatin 
Aminos. 
Rest-N . 
Basen . 



die Zunahme 
. 0,0234 

. 0,0648 
. 0,0254 
. 0,1208 



0,2342 

Was hier also zum Wachstum benötigt wurde, ist 
sehr klein im Verhältnis zu den sonstigen Verände- 
rungen im N -halt igen Material. 

Bac. mesent. ist unzweifelhaft ein Keim, dessen Stoffwechsel 
sich zum erheblichen Teil durch Albumosen und Peptone be- 
streiten läfst. 

In der zweiten Periode (10.— 20. Tag) kann man folgende 
Werte berechnen: 



Albumosen 
Peptone 
Kreatin 
Aminosäure 

ab. für Bakt 



die Abnahme 

. 0,0204 

. 0,0775 

. 0,0054 

• 0.0440 

0,1473 
0,0436 

0,1037 



Rest-N . . 
flücht. Basen 



die Zunahme 
. 0,0163 

0,0874 
0,1037 
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Auch hier überwiegt der Dissimulationsprozefs an N-haltigem 
Material erheblich den Ansatz. Von den Albumosen sind 91,3% 
verbraucht, von Pepton nur 38,6%. 

In der dritten Periode treten, ähnlich wie bei Vibrio Finkler 
Absterbevorgiinge in Erscheinung. 

Abnahme Zunahme 

Pepton .... 0,0220 Albumosen . . . 0,0107 

Rest-N 0,0004 Kroatin — Kreatinin 0,0031 

0,0224 Aminostickstoff . . 0,0138 

Abnahme d. Bakt. . 0,0604 Flucht. Hasen . 0,0502 

0,0820 0,0828. 

Die Abnahme der Bakteriensubstanz ist bei Bac. mesentericus 
anders zu deuten als bei Vibrio Finkler. Wahrend dieser seine 
Lebensfähigkeit wirklich einbüfst, tritt bei ersteiem sicher, wenig- 
stens zum Teil, Sporulation ein. Damit im Zusammenhang steht 
sicher der Unterschied in den auftretenden Produkten: bei 
Vibrio Fiukler Pepton, bei Bac mesentericus Albumosen und 
reichlieh flüchtige Basen. Es spricht dies dafür, dafs bei der 
Sporenbildung dissimilatorische Vorgänge eine wichtige Rolle 
spielen. Möglicherweise werden dabei nach vollendeter Sporu- 
lation die Reste des Bakterienleibes aufgelöst und dabei manche 
Stoffe, die für die Sporensubstauz entbehrlich waren, ausge- 
schieden. 

Proteus vulgaris. 

Von Prot, vulgaris ist bekannt, dafs er bei allerlei Fäulnis 
prozessen mit beteiligt ist. Durch die Untersuchungen Rubners 
weifs man, wie sehr Proteus auch auf reinen Fleischextrakt- 
losungen wächst. Bei dem Wachstum wird so viel N aus dem 
Nährboden entnommen, dafs zweifellos die Albumosen doch nicht 
ausreichen, um die Nutrition zu bestreiten. Ks werden auch die 
ExtraktstotTe im engeren Sinne mit verwertet. Er bildet reich- 
lich Sil», verwendet dabei organischen Schwefel; Ammoniak wird 
reichlich gebildet. 

Unsere Ergebnisse sind in folgender Tabelle niedergelegt: 
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Stickstoff-Stoffwechsel des Bac. Proteus vulgaris in g N. 





6. XI. 06 


16. XI. 06 


26. XI. 06 


6. XII. ( 


Bakteriensubstanz 


. 0,(XXX) 


0,0230 


0,0358 


0,0378 


l^Oäung 


. 0,7026 


0,7(522 


0,7484 


0,7086 


Gesamtstickstoff 


0,7920 


0,7852 


0,7842 


0.7461 


Albumosen .... 


. 0,3152 


0,0552 


0,0470 


0,0446 


Phosphorwolframsaure 


. 0,7090 


0,6050 


0,5112 


0,5404 


Flüchtige Basen . . 


. 0,0272 


0,1690 


0,2560 


0,3116 


Kreatin 


. 0,0150 


0,0073 


0,0132 


0,0078 




. 0,0466 


0,0385 


0,0294 


0,0200 


Arainostickstoff . . 


. 0,0342 


0,0282 


0,0470 


0,0672 



ProteuH vulgaris. 







Vor dem 

VlTMH'l» 


Nach 10 Taceri 


Nach 20 Thrc n 


Nach W Tiirch 






K 




| 


R 


Gesamt N . . 

Album 

Pepton . . . . 
Kreat.-)-Kraetin. 


i! 

i 
•i 


0,7926 
0,3152 
0,32<X) 
0,0616 


0,0552 
0,3423 
0,0458 


0,0440 
0,1818 
0,0426 


0,0440 
0,1648 
0,0278 


Amino-N . . . 
Rest-N . . . . 
Flucht. Basen . 


0,0312 
0,0344 
0,0272 


0,0282 
0,1217 
0,176h ') 


0,0470 
0,1770 
0,2644 


0,0672 
0,0932 
0,3578 


Ernte . . . . 


! 


0 


0,0230 


0,0358 


0,0378 



Proteus vulgaris nimmt in erster Linie die Albumosen aus 
der Nährlösung weg, greift Kreatin an, scheint auch zuerst 
Aminoverbindungen zu lösen, flüchtige Rasen entstehen in grofser 
Menge. Besonders bemerkenswert erscheint die Tat- 
sache, dafs eine Vermehrung des Peptons auftritt und 
des Rest-N; dies läfst keine andere Erklärung zu, als dafs 
Albumosen nicht nur zum Wachstum benutzt werden, 
sondern sofort eine weitere Spaltung erfuhren. Für die erste 
Periode enthält man folgende Bilanz: 

1) Der Verlast an Gesamt-X- Verdunstung von NH, ist hinrugezablt. 
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Albumosen 

Kreutin 

Ammoniak 



Abnahme 
0,2600 
0,0158 
0,0060 



Pepton . . . 
Rest N . . . 
flücht. Basen 



0,2818 

ab für Hakt. 0,0230 
0,2588 



Zunahme 
0,0223 
0,0373 
0,1496 

0,2592 



In der /.weiten Periode bleiben die Albumosen, die wohl 
soweit als möglich aufgezehrt sind, ziemlieh unberührt, aber die 
Peptonspultung tritt an ihre Stelle; auch die Kreatingruppe liefert 
noch etwas N. 

Die Bilanz lautet: 





Abnahme 


Zunahme ' 


Albumosen 


0,0112 


Aminosäure . 0,0188 


Pepton . . . 


0,1605 


Rest-N . . . 0,0553 


Kroatin . . 


0,0032 


flücht, Basen . 0.0876 




0,1749 


0,1617 


Bakter. . 


0,0158 






0,1591 




In der dritten Periode ist 


tutsachlich die Albumose als 


N-Quelle versiegt, der Rest N und Pepton rücken an die Stelle 


der enteren. 


1 




Wir haben: 








Abnahme 


Zunahme 


Popton . . . 


0,0170 


Amino-N . . 0,0202 


Kroatin 


0,0148 


flücht. Busen . 0,0934 


Rest N . . . 


0,0838 


0,1136 




0,1156 




Bakter. . . . 


0,0020 






0,1126 




Die Ausnutzuiij 


* der Albumosen (0,3152) betragt (0,2712) 


87,5 "/,„ die des Pept 


ons (0,3050) 


war (0,1552) 48,5 "/ 0 , von der 



Kreatingruppe (0,0616) sind (0,033h) 54,8% umgesetzt worden. 
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Schlufsfolgerungen. 

Die vorliegenden Untersuchungen haben die Möglichkeit, 
den Bakterienstoffwechsel systematisch aufzuklären, ergeben. Sie 
lassen wenigstens in grofsen Zügen die Besonderheiten der ver- 
schiedenen Keime wohl erkennen; sie geben ein Bild von den 
Fällen, in welchen N-haltige Stoffe nur im Wachstum oder auch 
anderweitig benutzt werden. Damit leisten sie der Systematik 
der Ernährungsphysiologie der Mikroben wesentliche Dienste. 

Die im einzelnen eben geschilderten Umsetzungen sind von 
sehr verschiedener Bedeutung für die Charakterisierung der 
Keime. Die 4 Spezies haben, was den Aufbau anlangt, sehr un- 
gleich die Nahrungsstoffe in Anspruch genommen. 

Vibrio Finkler nahm Albumosen, Peptone und den 
RestN (Extraktivstoffe) auf, am meisten von beiden ersten. 

Faecalis alcaligenes benutzt wenig Albumosen, sehr 
viel Pepton und kann auch Kreatin verwerten. 

Bac. mesentericus Albumosen in erster Linie, dann 
Pepton, und kleine Anteile von Kreatin und Aminosäure in 
der späteren Periode. 

Proteus viel Albumosen, weniger Pepton, und eine ge- 
ringere Menge der Kreatingruppe. 

Was nun zum Aufbau benutzt wurde, kann man nicht mit 
Bestimmtheit sagen, wenn man aber berücksichtigt, dafs gerade 
in der Wachstumsperiode eine sehr starke Anziehung auf taug- 
liche Nährstoffe ausgeübt wird, so wird es doch wahrscheinlich, 
dafs die stark ausgebeuteten Albumosen in 3 von den 4 Fällen 
auch zuerst für das Wachstum herangezogen worden sein können. 
Haben sie aber allein ausgereicht, das Wachstum zu decken? 

Wir hatten: 

Fiukler Faekalis Mesent. Proteun 
Albumosen verwertet 0,0948 0,0154 0,2880 0,2712 
Endernte 0,186(5 0,0298 0,1008 0,0378 

-0,0918 -0,0144 + 0,1772 + 0,2334 



Digitized by Google 



58 t v t>er die Ernährung einiger Spaltpilze in peptonhaltigen Nährböden. 

In zwei Fällen reichten — Finkler und Faecalis — 
«Ii e Albumosen nicht hin, das Wachstum zu erklären, hier 
müssen also Peptone mit verwendet worden sein ; bei Mesent. und 
Proteus ist weit mehr Alhumoso, als zum Wachstum nötig war, 
gespalten worden. 

Dafs die Albumosen direkt aufgenommen und angesetzt wurden, 
ist damit nicht gesagt. Bei Proteus ist es durch das Ver- 
suchsergebnis nicht unwahrscheinlich, dafs die Albumosen 
noch ehe sie aufgenommen werden, in Peptone über- 
geführt werden. 

An das Wachstum schliefst sich die weitere Frage an, in welch 
ungleichem MaHse hei den 4 Keimartender Verbrauch von N -haltigen 
Stoffen sich gestaltete. Eine Nebeneinanderstellung hat nur 
Zweck, wenn wir die ungleichen Ernten dabei berücksichtigen 
und berechnen, wie viel z. B. auf 1 mg mittlerer Ernte an 
Nah rungss tick. stoff verbraucht wurde. 1 ) Man findet dann 
folgendes: 



Bei Finkler- Prior wird in einer Periode von 10 Tagen 
nur 0,5—0,6 N auf 1 mg mittlere Ernte, oder täglich 5— 6°/ 0 der 
Leibesmasse an N verbraucht, das ist, mit dem Mafse des enormen 
energetischen Umsatzes dieser Organismen gemessen, eine sehr 
geringe GrüTse, die etwa dem täglichen N - Verlust einer in 
Zuckerlösung gärenden Hefe entspricht.-) 

Faecalis alcaligencs hat einen etwas gröfseren N- Ver- 
brauch, der vielleicht noch in den Rahmen ähnlicher Prozesse 
wie sie eben für Finkler- Prior berührt wurden, hinein gehört. 



1) Der als Ernte erscheinende N ist schon aufser Rechnung gebracht. 
2i Nach Versuchen von Prof. Rubncr, welche noch nicht veröffent- 
licht sind. 



Auf 1 mg mittlerer Ernte mg Nahrungsstickstoff verbraucht : 



Einkler Faectalis Mosent. Proteus 



I. Periode 
II. 
III. 



0,02 1,99 8,64 21,98 

O.ö.-i 1,41 1,29 5,61 

- 0 — 3,06 
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N-freie Stoffe müssen auch hier die Versorgung mit Energie 
bestreiten, doch kann möglicherweise ein Teil der N-haltigen 
Stoffe eine oxydative Spaltung erfahren haben. 

Untersuchungen, welche im hiesigen Laboratorium früher 
ausgeführt worden sind, haben ergeben, dafs bei Vibrionen, welche 
an der Oberfläche in der Form von Häuten wachsen , wie 
V. Finkler, mehr flüchtige Säuren sich bilden, als wenn sie 
untergetaucht sind. 

Einer ganz anderen Kategorie von Keimen gehören Bac. 
mesenter. und Proteus vulgaris an. 

Bei Bac. mesent. treten wir zuerst mit einem Mikroben 
in Beziehung, der bereits mit starker Zerlegungskraft ausgestattet 
zu sein scheint; grofs ist allerdings der Unterschied zwischen 
der ersten und der zweiten Periode. Sieht man sich die Original- 
zahlen S. 53 näher an. so liegt hier eine eigenartige Umwandlung 
von Albumosen zugrunde, die in der ersten Periode nur bis zur 
Bildung von Aminosäure, Rest-N , Kreatinin fortschritt. Die 
flüchtigen Basen, die zweifellosen Endprodukte, machen nur die 
Hälfte aller Umwandlungsprodukte aus. Das erinnert etwas an 
die Mitwirkung eines Albumose spaltenden Fermentes. Die Pro- 
dukte werden dann in der zweiten Periode erst vollkommen auf- 
gespalten. 

Berücksichtigt man dies, so würden die Unterschiede zwischen 
der ersten und zweiten Periode sich viel kleiner gestalten müssen. 
Zweifellos kommt aber der N Spaltung als Energiequelle für die 
Ernährung der Zelle hier eine viel gröfsere Bedeutung zu als 
bei den beiden anderen Keimen. Wir wissen nun leider nicht, 
welcher Art die Umsetzungen des kohlestoffhaltigen Anteils der 
N-haltigen Nährstoffe gewesen sind. Dafs sie rein oxydativ ge- 
wesen seien, ist ganz unwahrscheinlich, aber selbst wenn man diese 
Annahme machen wollte, ist der Bac. mesentericus doch keine 
Mikrobe, die das energetische Bedürfnis aus dem Zerfall von 
Albumosen und Peptonen decken kann. 

Somit käme man zu der Anschauung, dafs hier eine Tripli- 
zität der Ernährungsprozesse vorliegt. 
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a) Verbrauch N-haltiger organischer Stoffe zum Wachstum. 

b) Verbrauch derselben Stoffe, um einen Teil des ener- 
getischen Bedürfnisses zu decken. 

c) Verbrauch unbekannter N-freier Körper oder oxydative 
Auflösung eines Teils der N-haltigen Körper. 

Bei Proteus liegt die umfangreichste Verwertung 
N-haltigen Materials vor, doch mufs auch hier dasselbe Ar- 
gument wie bei Bae. mesent. Geltung erhalten: die erste Periode 
liefert reichlich Spaltprodukte der Albumosen, die späterhin erst 
mehr und mehr in die flüchtigen Basen übergehen. Auch hierbei 
wird ein tryptisches Ferment erst die Spaltung der Albumosen 
einleiten, Pepton- und Rest-N , selbst wertvolle Nahrungsstoffe, 
treten zuerst im Überschusse auf, um dann stufenweise zu zer- 
fallen. 

Die drei Perioden sind natürlich auch wegen allmählicher 
Benachteiligung der Bakterien durch die Anhäufung von NH S 
ungleich im N-Verbrauch durch Proteus. Will man einer optimalen 
Leistung des Proteus durch Rechnung näherkommen, so kann 
man die erste Periode wühlen. 

Die Mittelernte war 11,5 mg N, und erzeugt wurden 0,1496 g 
flüchtige Basen; erachtet man nur letztere als Produkte end- 
gültiger Auflösung der Albumosen und Peptone, so hat 1 mg 
Mittelernte 13,01 mg N in 10 Tagen umgesetzt = 1,30 im Tag. 
Die energetische Leistung von Proteus betrügt nach Rubner 
pro 1 g N und 24 Stunden 19.4 kg-Kal. bei Ernährung in Fleisch 
extraktlösung. Lafst man die Diskussion über die Frage, ob die 
Nährlösung eine spezifische Wirkung auf die Wärmebildung be- 
sitzt, ganz zur Seite, so stünden also 19,4 kg-Kal. Umsatz — 1,3 g N 
als Resultat der Umwandlung und endgültigen Auflösung N-haltiger 
Körper gegenüber. Dabei ist aufser Rechnung geblieben jener 
N- Anteil, welcher auf einer früheren Stufe der Zersetzung in 
dieser Periode Halt gemacht hat. 

Man müfste also annehmen, dafs durch die Spaltung der 
N-haltigen Stoffe für 1,3 g N 19,4 kg-Kal. frei geworden sind, bzw. 
weniger, weil ja die nicht zu NH 3 abgebauten Stoffe gar nicht 
gerechnet worden sind. Natürlich soll auch nur eine rohe 
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Schätzung versucht werden, denn eine solche bietet immerhin 
auf dem noch unsicheren und neuen Boden solcher Fragon eine 
gewisse Kontrolle. 

Wie viel Wärme bei solchen Spaltungen frei werden kann, 
ist unbekannt, aber sicher ist, dafs diese Zerlegungen erhebliche 
Wärmequellen sind. Dafür werden in einer späteren Arbeit 
Beweise gebracht werden. 

Man kann aber in anderer Richtung die Frage begrenzen. 
Man weifs, wie viel im Tierkörper bei oxydativer Spaltung von 
Eiweifsstoffen frei wird, und diese Zahl darf natürlich von unserer 
Schätzung nicht erreicht werden. Auf 1 gN treffen nach Rubner 
rund 26 kg- Kai. an Wärme, die Zahl müfste noch erhöht werden 
wenn nur NH 3 abgespalten würde, wie dies die Bakterien machen 
(gegen 30 kg- Kai.). Die für die anaerobe Spaltung geschätzten 
Wärmewerte 1,3 N = K»,4 kg-Kal; 1 N = 15 bleiben also etwa 
um die Hälfte hinter den bei oxydativer Spaltung gewonnenen 
Gröben zurück. 

Die Differenz mufs aber noch erheblicher sein, weil die Um- 
wandlung in Pepton und Res t- N = 0,1096 g N im ganzen aufser 
Anschlag bleiben mufste; sie voll dem Abbau der Verbindungen 
in NH 3 gleichzusetzen, geht aber ebensowenig an. 

Es ist also sehr gut möglich, ja sicher, dafs Proteus durch 
die Spaltung seines Nährmaterials sich die nötigen Energiequellen 
erschliefst. 

All dies zusammen genommen, darf man wohl behaupten, 
dafs Proteus vulgaris unter den untersuchten Keimen 
der einzige ist, welcher mit grofser Wahrscheinlichkeit 
?ein Fleischfresser« und echter Fäulniskeim, ein 
monotropher Mikrobe, ist. 
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Einleitung. 

Aviditätsverhältnisse spielen bekanntlich in der Immunität? 
lehre eine ganz hervorragende Rolle. Insbesondere sind es hier 
Ehrlich und seine Schüler gewesen, welche Besonderheiten 
und Differenzen der Aviditätsverhältnisse sowohl bei Antigenen 
wie bei Antikörpern in ausgiebigem Mafse zur Erklärung der ver- 
schiedenartigsten Phänomene herangezogen haben und mit Hilfe 
dieses Erklärungsprinzips in der Tat eine ganze Reihe sonst 
schwer verständlicher Beobachtungen begreiflich machen konnten. 
Diese Tatsache ist wohl so bekannt, dals wir auf eine detail- 
lierte Wiedergabe aller jener Probleme der Immunitätslehre, bei 
welchen die Affinität eine wichtige Rolle spielt, füglich ver- 
zichten können, und dafs wir uns mit der einfachen Aufzählung 
derselben begnügen dürfen. So sei nur an die Ehrlichsche 
Toxinanalysc erinnert, welche diesem Forscher zur Aufstellung 
von Partialtoxinen verschiedener Affinität, von Proto-Deutero 
Tritotoxinen etc. geführt haben: an die Phänomene der Kom- 
plementablenkung, der Komplementoidwirknngon, überhaupt der 
Ileinmungswirkungen thermisch oder chemisch veränderter Anti- 
gene und Antikörper, an die Probleme der Toxinunempfindlichkeit 
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und -überempfindliehkeit usw., um die grofse Wichtigkeit der 
Affinitätsverhültnisse für die verschiedensten Gebiete der Immu- 
nitätsforschung ins richtige Licht zu setzen. 

Aber auch jene Forscher, welche, wie Arrhenius, 
Madsen u. a., sich den Anschauungen Elirlichs nicht an- 
schliefsen konnten, haben doch der Affinität der Antikörper zu 
ihren Antigenen alle Beachtung geschenkt und mancherlei inter- 
essante Tatsachen diesbezüglich zutage gefördert. 

In ahnlicher Richtung bewegen sich nun auch die Unter- 
suchungen der vorliegenden Studie. Dieselbe beschäftigt sich 
nämlich mit den Aviditätsverhältnissen der Antikörper unserer 
Immunsera, speziell der Hämolysine und Agglutinine, die nach 
verschiedenen Gesichtspunkten experimentell bearbeitet wurden. 
Zunächst schien es mir, mit Rücksicht auf die Ehrlichschen 
Anschauungen von der Pluralität der Antikörper, die in jedem 
Immunserum enthalten sind, von Interesse, festzustellen, o b 
diese Pluralität auch in den V e r s c h i e d e n h e i t e n 
ihrer Affinitäten zum Ausdruck kommt, oder ob 
die Partialantikörper, die bei der Immunisie- 
rung entstehen, sämtlich ungefähr gleiche A vi- 
di täts werte aufweisen. Ich möchte dabei gleich von 
vornherein vorausschicken, dafs ich mit dem Ausdruck Avidität 
oder Affinität nichts über die Natur des Vorganges prajudi- 
zieren möchte, der sich zwischen Antigene und Antikörper ab- 
spielt, sondern dafs damit nur das mehr minder intensive Be- 
streben dieser Substanzen bezeichnet werden soll, aufeinander 
einzuwirken, einerlei ob es sich dabei um chemische Bindung, 
um Lösungsvorgänge, um Ab- oder Adsorptionsprozesse handeln 
mag. Dabei soll als Mafs dieser Vereinigungstendenz beider 
Komponenten einerseits die Schnelligkeit, mit welcher dieselbe er- 
folgt, also die sogenannte Reaktionsgeschwindigkeit, 
anderseits die Vollständigkeit der Bindung oder 
Absorption betrachtet werden. 

Die Frage, ob in einem gegebenen Immunserum Antikörper 
von verschiedener Avidität gleichzeitig nebeneinander vorhanden 
sind, schien mir nun auf folgendem Wege lösbar zu sein. 
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Nehmen wir an, wir hätten es etwa mit einem hämolyti- 
schen Serum zu tun und bringen wir dasselbe mit den ent- 
sprechenden Erythrozyten zusammen, so wird ein Teil der in 
demselben enthaltenen spezifischen Ambozeptoren an die roten 
Blutkörperchen gebunden werden, und, wenn man die letzteren 
durch die Zentrifugalkraft aus dem Serum wieder entfernt, wird 
somit das Serum an Wirksamkeit eingebüßt haben und eine 
geringere Menge von Antikörpern enthalten als vorher. Sind 
nun tatsächlich Ambozeptoren verschiedener Avidität in dem 
hämolytischen Immunserum vorhanden, so ist klar, dafs die 
Absorption durch die Erythrozyten sich ganz be- 
sonders auf die avidesten Ambozeptoren er- 
strocken rauls, derart, dafs von diesen letzteren 
m ehr an die Blutkörperchen gebunden wird, als von 
den weniger avidon Zwischenkörpern. Die Folge davon wird 
aber notwendigerweise die sein müssen, dafs in dem absor- 
bierten Serum sich das quantitative Verhältnis zwischen den 
aviden und den weniger aviden Ambozeptoren zugunsten der 
letzteren verschoben haben wird, dafs mit andern Worten 
die durchschnittliche Avidität der in demSerum 
zurückgebliebenen Antikörper eine geringere 
sein wird als vor der Absorption. Bestimmt man nun 
den Absorptionsquotienten, d. i. das Verhältnis der von einer 
gegebenen Blutmenge absorbierten Menge von Ambozeptoren 
zu der Gesamtmenge der Ambozeptoren, die den Blutkörperchen 
zur Absorption dargeboten wurden, und zwar einmal für das 
unveränderte, das andere Mal für das absorbierte Serum, so mufs 
sich folgendes Verhalten herausstellen: da die Affinität der in 
dem absorbierten Serum zurückbleibenden Ambozeptoren zu 
den Erythrozyten, wie ausgeführt, eine geringere sein mufs, so 
wird auch die Menge des absorbierten Antikörpers hier eine 
geringere sein müssen, der Absorptionsquotient wird also — 
vorausgesetzt, dafs hier nur die Avidität eine Rolle spielt — 
kleiner ausfallen als bei dem unveränderten, zum Ausgange der 
Experimente dienenden Immunserum. 
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Je öfter die Absorption des Immunserums wiederholt wird, 
desto mehr wird der besagte Quotient abnehmen müssen, bis 
nur mehr Ambozeptoren schwächster Avidität in dem Serum 
vorhanden sind. 

Allerdings wird sich diese Abnahme des Absorptionsquoti- 
enten nicht unmittelbar in ihrem vollen Werte dokumentieren 
können und zwar deshalb, weil noch ein anderer Faktor hier 
in Betracht kommt, der in gerade entgegengesetzter Richtung 
auf diesen Quotienten einwirken mufs. Wie nämlich Eisen- 
berg und Volk zuerst gezeigt haben, ist der Absorptions- 
quotient sehr wesentlich abhängig von der absoluten Menge der 
Antikörper, die mit den betreffenden Antigenen in Berührung 
gebracht werden, derart, dafs die Absorption um so vollständiger 
ist, der Absorptionsquotient also um so gröfseren Wert annimmt, 
je geringere Ambozeptorenmengen zum Versuche verwendet 
wurden. Da nun aber mit wiederholter Absorption natürlich 
der Ambozeptorengehalt des Serums immer kleiner wird, so 
wird also hierdurch einerseits eine Steigerung des Wertes des 
Absorptionsquotienteu bewirkt, während anderseits die erwähnte 
Abnahme der Avidität dahin tendiert, eine Verminderung des- 
selben zu erzeugen ; die tatsächlich zustande kom- 
mende Änderung des Quotienten wird s o m i t i h r e r 
Richtung nach davon abhängig sein, ob die 
erstere oder die letztere der beiden erwähnten 
Tendenzen das Übergewicht über die andere 
davonträgt. 

Welcher dieser beiden Fälle nun de facto realisiert ist, 
darüber kann natürlich nur das Experiment Aufschlufs geben. 

Soviel wird man jedoch — die Richtigkeit des obigen Raisoune- 
ments vorausgesetzt — erwarten dürfen: dafs nämlich der 
V erlauf der Absorptionskoeffizienten ein ganz 
verschiedener sein wird, je nachdem die Vermin- 
derung der ins Spiel kommenden Mengen von 
Immunkörpern durch wiederholte Absorption 
oder e i n f a c h d u r c h Verdünnungdes Immunserums 
bewerkstelligt wird. 

Aichlr lür Hygiene. Bd. LXIV. "i 
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Damit war aber die Richtung für die folgendeu Experimente 
gegeben. Die Fragestellung lautete daher folgendermaßen : 
Wie verhalten sieh die Absorptionscjuotienten 

a) bei wiederholter Absorption, 

b) bei entsprechender Verdünnung des Immunserums, 

und sind dieselben uuter diesen Bedingungen für 
gleiche Quantitäten in Aktion tretender Immun- 
körper gleich oder verschieden? 

Zu meinen Versuchen dienten einerseits eine Reihe hämo- 
lytischer Sera, welche durch Behandlung von Kaninchen mit 
gewaschenem Rinderblut gewonnen waren, anderseits Typhus- 
immunsera vom Pferd und vom Kaninchen. Das vom Pferde 
stammende Typhusserum (»Edgar«) erhielt ich vor einigen 
Jahren von Herrn Prof. Kraus in Wien, die Kaninchensera 
wurden hier im Institut durch Einspritzung von karbolisierten 
Typhuskulturen hergestellt. 

I. Hämolysinversuche. 

Ich gehe nun zuerst zur Besprechung meiner Versuche mit 
hämolytischen Seren über und möchte bezüglich der eingehal- 
tenen Technik nur folgendes bemerken. Die Ambozeptorsera 
wurden im inaktivierten Zustand, in der Regel mit '^proz. Kar- 
bolsäure versetzt aufgehoben. Die Bestimmung ihres Wirkungs- 
wertes geschah in der üblichen Weise, unter Verwendung von 
0,5 cm, 5,0 m oder — und zwar letzteres am häufigsten — 
von 1,0 cm öproz. Rimlerblutaufschwemmung und der eben 
hinreichenden Menge von Meerschweinchenkomplement. Ge- 
wöhnlich wurden von letzterem 0,03—0,05 cm gebraucht, um 
zusammen mit geringen Mongen des Ambozeptorscrums diese 
Blutaufschweramung vollkommen aufzulösen. 

Zur Absorption wurde gewaschener Blutkörperchenbrei ver- 
wendet und zwar in solcher Menge, dafs auf jeden Kubikzenti- 
meter Serum die Blutkörperchen von 1 cm öproz. Aufschwem- 
mung kamen. Nach meist 2 ständigem Kontakt bei Zimmer- 
temperatur wurde von den Erythrozyten abzentrifugiert und die 
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klare Flüssigkeit nunmehr neuerdings der Absorption unter- 
worfen, wobei jedoch ein Teil derselben für die Titerbestimmung 
reserviert wurde. Nachdem so die wiederholten Absorptionen 
vollzogen waren, wurde dann gleichzeitig der Titer sowohl für 
das Ausgangsserum wie für die einzelnen, bei den verschiedenen 
Phasen des Versuchs sich ergebenden Flüssigkeiten ermittelt. 
Parallel mit diesen Versuchen wurden aufserdem noch verschie- 
dene Verdünnungen des Ausgangsserums einer einmaligen 
Absorption unterworfen, und auch hier mit den sich ergebenden 
Zentrifugaten die Bestimmung des Wirkungswertes ausgeführt, 
um eben die so erhaltenen Absorptionsquotienten mit jenen 
vergleichen zu können, die sich bei wiederholter Absorption 
des Stammserums ergeben. 

Bemerkt sei noch, dafs als »Blute inheit« die Menge 
von 0,5 cm 5 proz. Aufschwemmung , als > A m b o z e p t o r • 
ein hei U die zur Lösung dieser Blutuienge erforderliche Seruin- 
quautität bezeichnet wurde. 

Ich lasse nun zunächst eine Reihe von Vor versuchen 
mit ihren Protokollen folgen, bei welchen die beiden erwähnten 
Versuchsreihen nicht gleichzeitig miteinander angestellt wurden 
und daher, streng genommen, nicht vollkommen miteinander 
vergleichbar sind. Gleichwohl lassen auch diese Versuche be- 
reits das charakteristische Verhalten, das die Absorptiousquoti- 
enten bei dem eigentlichen Parallelversuche aufweisen, 
so deutlich erkennen, dafs deren Wiedergabe nicht überflüssig 
erscheinen dürfte, und dafs dieselben zur Unterstützung der 
letzteren dienen können. 

a) Vorversuche. 

Wiederholte Absorption desselben Ambozeptorserums. 

I. Vemuch. 30. XU. 06. 
6 com 5 proz. Rinderblutaufschwemmung -f- 6 ccm Antirinderblut (Ambo- 
zeptorseruni ) (ohne Karbolzusatz); nach 4t4tünd. Kontakt bei Zimmer 
temperatur abzentrifugiert (Zentrifugnt 1). Zur Komplettierung dient 0,05 ccm 
Meerschweinchenserum; zum hämolytischen Versuch stets 0,5 ccm Blutauf- 
schwemmung verwendet. 6 ccm Zentrifugat 1 wird dann wieder mit <> ccm 
Rinderblut gemischt und neuenlingH nach 4 stund. Kontakt durch die Zentri- 
fuge von den Erythrozyten getrennt ^Zentrifugal II). 

5* 
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nmHrixoiitorhull iiter 
Kluutgkeit 


< »rtüiiuil- 
-erum 


Zentrifagat I 


Zentrifugat II 


0,1 




1 










uns 










vollk. l^ösung 


0,05 














0,03 






vollk. Losung 


f. vollk. Lösung 


0.01 

o.oos 




vollk. Losung 






J starke Lösung 


0,005 






8. starke ]>öBung 


geringe Lös ring 


0,003 






mftfsige Lösung 






0,001 














0,000* 














0,0005 


starke I/toung 




■ 0 




0 


0,0003 


geringe Lösung 










(»,()( H)l 


0 











Berechnung des Resultats: 



1 ccm Originalserum — ... U1 ,. w Amboz.-Kinh. = 1250 A K. 

0,UvHJo 

0,000*;) 

1 ccm Zentrifugat I = j A.-E. — 125 A.-E. 

2 ccm Z I (entspr. 1 com üriginalserum) = 250 [30t>] A.-E. 

1 crm Zentrifugat II ^ | ( - --- 33,3 A. K. 

2 rem Z. II (outapr. 1 ccm Z. I) = 66,6 A. E. 

Somit: in 1 com Originalserum enthalt, vor Absorption 1250 A.-E. [1333J 

nach > 250 » [30<r 

absorl>iert 1000 A. K. [1027] 

Absorptionskoeff. 0,S [0,8] 

in 1 ccm Zentrifugat I enthalt, vor Absorption 125,0 A. E. [153J 

nach » 66,ti » 

absorbiert 58,4 A. E. [86,4] 

Absorptionskoeff. 0,46 [0,66]. 

1) Bei den eingeklammerten Berechnungen ist angenommen, dafs die 
wahre losende Dosis zwischen der letzten, im Experiment gefundenen, 
lösenden Dosis und der ersten, nicht mehr vollkommene Hamolyse bewirken- 
den liegen mufs. Dieselbe wäre also z. B. für Zentrifugat I zwischen 0,008 
und 0,005, also etwa bei 0,00*55 gelegen. 
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II. VerBiich. 8. 1. 07. 



Anordnung wie bei Versuch I. nur mit dem Unterschied, dafs Zentri- 
fugat I (10 ccm) mit dem Bodensatz von 6 ccm Blutaufschwemmung in 
Berührung gebracht wird, und das hierbei resultierende Zentrifugat II neuer- 
dings mit den abzentrifugierten Blutkörperchen von 5 ccm Aufschwemmung 
absorbiert wird, so dafs also Z. II und III gegen Z. I keine Ver- 
dünnung erfahren haben, dagegen ist Z. I durch Mischung von 5 ccm 
Originalambozeptorserum mit 5 ccm Blutaufsehwemmung gewonnen, das 
Serum hierbei auf das Doppelte verdünnt worden. 

Als Komplement dient 0,02 ccm Meerscbweinchenserum. 



Menge 


Ambozeptor- 
serum 


Zentrifugat I 


Zentrifugat II 


Zentrifugat III 


0,02 
















0,0lf» 
















0,010 










vollk. Lös. 


vollk. Lös. 


0,008 








vollk. Löh. 








0,006 
















0,004 




vollk. Lös. 












0,003 










f. vollk. Lös. 


starke Lösung 


0.0025 






f. vollk. Lös. 


mäfsige Lös. 


mftfsige Lös. 


0,0020 






mäfsige Lös. 


geringe Lös. 




0,0015 






geringe Lös. 








0,0010 










0 


0 


0,0008 


starke Losung 










o,ooo<; 


0 











Resultat : 

1 . 1 ccm Originalserum: 

vor Absorption ^ = 1000 (1 11 1) A,K. 

nach ' o,(!o 3 [o,oc!27r,]- 3:{3 ^ A - K - 

(2 ccm Z. I entspr. 1 ccm Original 

. 1000-333-2 AW 11111-100 2 no J 

A l.sorptionskoef f.: ■ = 0,33 mi = 0,28 . 

2. 1 ccm Zentrifugat 1: 

vor Absorption ^ &J3 (400; A K. 

nRCh ' 0,004 fo.0035 1 ^ 250 ^ 5lA K - 



(1 ccm Z. II entepr. 1 ccm Z. I. 

, 333 250 I40O -JH5 ,1 

Absorptionskoeff : m =0,Ä» I m - 0.29J 
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:5. 1 ccm Zentrifugat II : 

vor Absorption ^ [ | - 250 <285) A.-E. 

nach > - 250 A. K. 



1 

0,004 

(1 ccm Z. III entspricht 1 ccm Z. II. 

2H5-250 
285 



AbBorptionakoeffiiient: 



= 0,12. 



III. Versuch. 

Anordnung genau wie in Versuch II, Titration jedoch nicht mit 0,5 
sondern mit 5 ccm Blutaufschwoiumung. 



Menge Originalserum Zentrifng. I 



Zentrifug. II Zentrifng. III 



0,1 

0,09 

0,07 

(),o<; 
our, 

IMI-I 

0,03 

0,025 

0,0225 

0,0200 

0,0175 

0,0150 

0,0125 

0,010 

0,000 

0,008 

0,007 

0,006 



voilk, Lösung 



vollk. Lösung 



f. vollk. Lös. 
starke Los. 



vollk. I^Hung 



vollk. I^Aaung 



f. vollk. Los 
f. vollk. las. s starke I,os. 

starke Loa. 



f. vollk. Los. 
sehr starke L. 
, . , 
i > > 
starke Lös. 
mäfsige Löe. 
geringe Los 
.Spur 



mafhige I.ks. 
Spur 
» 
< 

U 
0 
n 



starke \J6s. 

> > 
» > 

> > 
mifsige Lös. 

> » 
» > 

Spur 
> 

0 
0 
0 

o 



Berechnung des Resultats: 
1. 1 ccm Originalserum vor Absorption q^q 0 - &00 A.-E. 



nach 



1 

0.005 



^ 200 A.-E. 



2 ccm Z. I entspricht 1 ccm Originalserum. 

, . 500—2 -200 
Absorptionakoeffi r.ient p )no = 0,2. 



mäfsige Los. 

» > 
geringe Lös. 

> > 

Spur 
» 
0 
0 

n 
o 
i) 
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2. 1 ccin Zentrifugal I vor Absorption — 200 A.-E. 

na,,h * o.L = m A - E 

1 cem Z. II entspricht 1 rem Z. I. 
Absorptionskoeffizient - ->(J() = 0,1 1 . 

3. 1 cem Zentrifugat II vor Absorption ~ 166 A.-E. 

U,UUt> 

1 

0,007 

1 cem Z. III entspricht 1 cem Z. II. 
Absorptionskoeffizient ^-j^-^ = <M : *- 



nach 



= 143 A.-E. 



IV. Versuch. 23. L 07. 
20 cem Anibozeptorserum I werden mit dem Bodensatz von 10 cem 
5proi. Blutaufschwemmung absorbiert, nach 2 stund. Stehen abzentrifugiert. 
15 cem des erhaltenen Zentrifugat* I werden neuerdings mit dem Bodensatz 
von 7,5 cem Blutaufschwemmung absorbiert, und endlich 10 cem des sich 
ergebenden Zentrifugats II mit den Erythrozyten von 5 cem Aufschwemmung 
zusammengebracht Nach Abzentrifugieren resultiert Zentrifugat III. Zur 

Titration wird je 1 cem Blutaufschwemmung benutzt. 



Menge Originalserum i Zenlrifug. I i Zentrifng. II Zentrifug III 



0,020 

0,0175 

0,0160 

0,0125 

0,0100 

0,0090 

0,0080 

0,0070 

0,0060 

0,0050 

0,0040 

0,0030 

0,0025 



vollk. Lös. 



s. starke Lös. 
starke Lös. 



vollk. Lös. 



f. vollk. Lös. 
s. starke Ivös. 
starke Lös. 



vollk. Lös. 



f. vollk. Lös. 
starke Lös. 
mäfeige Lös. 
» > 



vollk. 



f vollk. Lös. 
s. starke Lös. 

starke Lös. 
mäfsige Lös. 

geringe Lös. 



Berechnung: 
1. 1 cem Originalserum vor Absorption ^ ^ 

2 

nach > 

0,005 



500 A.-E. 



-1IMJ 



Absorptionskoeffizient '^qq 400 = 0,5. 
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2. 1 ccm Zentrifugat I vor Absorption () ^ ^ 400 A.-K. 

0,006 

r .. . 400— .""W 
A b s o r p 1 1 o n s k o e f f l zi e n t 

' 1 v/\ / 



= 333 » 
0,17. 



3. 1 ccm Zentrifugat II vor Absorption () =■ 333 A. K. 

' _> 

nach > = 286 > 

0,007 

, 33.3—286 
Absorptionskoeffizient . { . {>{ - 0,14 

Einmalige Absorption verschiedener Verdünnungen desselben 

Ambozeptorsernms. 

V. Versuch. 

Je 5 ccm Rinderblutaufschwemmung werden mit 5 ccm Serum versetzt 
und zwar in folgenden Verdiinnungsgraden : 1, 2, 4, 8, 16; nach 2 Stunden 
langem Stehen bei Zimmertemperatur wird abzentrifugiert und die Flüssig- 
keiten auf ihren Amhozeptnrgehalt titriert (jedesmalige Blutmenge 0.5 ccm). 



Menge 



Zentrif I Zentrif. II Zentrif. III Zentrif. IV 



konz. 1 , konz. 



konz '/i konz. '/,« 



Zentrif V 
konz. 1 „ 



0,8 

0.6 

0,4 

0,3 

0.25 

0,20 

0,15 

0,10 

0,08 

0.06 

0,04 

0,03 

0,025 

0,020 

0,015 

0,010 

0,008 

0.006 

0,004 

0,003 

0,0025 

0,0020 

0,0015 

0,0010 



vollk. L. 



vollk. I.. 



vollk. 1. 



vollk. L. 



starke Lös. 
geringe Löb. 
Spur 



starke Lös. 
mälsige Lös 
geringe Lös. 
Spur 
0 



starke Lös 
m&fsige I^ös 
geringe Lös 
Spur 



> 0 



starke Lös. 
mafsige Lös. 
geringe Lös. 
Spur 



vollk. L. 



f. vollk. L. 
starke Lös. 
geringe \Jb* 
Spur 



\ 0 



> 0 



1 ccm Voll-Ambozcptorserum — 1075 A K. 
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Berechnung: 

1. 1 ccm Ambozeptoreerum >/, = 538 A.-E. 

nach Absorption ^-J^,- = 400 » 

53g 400 

Absorptionskoeffizient ^ =0,25. 

2. 1 ccm Ambozeptoreerum V. = 269 A.-E. 



nach Absorption 



1 



ii,0o4 



200 



260- 200 

AbKorptionskoeffiziont i} = 0,25. 

«DJ 

3. 1 ccm Ambozeptoreerum '/* ~- 134,5 A.E. 

nach Absorption „ ~ n 7 ; 50 A - E - 
Absorptionskoeffizient '"^Ir"* 0 = »,«- 

1.14, D 

4. 1 ccm Ambozeptoreerum 1 18 = 67,2 A. E. 

nach Absorption ~ j — 33,3 » 
0,0o 

Absorptionskoeffizient ^'^7^'* = 0,5. 

5. 1 ccm Ambozeptoreerum '/„ = 33,6 A.-E. 

nach Absorption = 16,6 > 
U,Uo 

■ i . . • «... 33,6 — 16,6 . _ 

Absorptionskoeffizient -ip-'- = 0,«. 

.io.b 

VI. Versuch. 10. I. 07. 
Anordnung wie Versuch V ; Titration jedoch mit 5 ccm statt mit 0,5 ccm 
Hlutaufechwemmung. 

Konzentrationen des Ambozeptoreerum»: V„ '/„ und '/««• 



ecrum kon '- "i 



Zentrif II 
konz. Vi» 



Zentrif. III 
konz. l /' t , t 



2,4 
2,3 
2.2 
2,1 
2,0 
1,8 
1,6 
1,4 
1,2 
1,0 
0,9 
0,8 



vollk. Lös 



vollk. Löh. 



vollk. LÖS. 



fast vollk. Im 



vollk. Lös starke Lösung 



> > 

> > 
maf>if?e I/ös. 

geringe I,ös. 
» » 
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Menge 



Original- 
ambozeptor- 
»erum 



Zentrif. I 
konz. V, 



Zentrif. II 
konz. »,'„ 



Zentrif. III 
konz. V M 



0,7 
0,6 
0,5 
0,4 

",3 
0,25 

0,225 

0,200 

0,10 

0,09 

0,0S 

0,07 

0,06 

0,05 

0,04 

0,03 

0,0. '5 

0,0225 

0,0200 

0,0175 

0,0150 

0,0125 

0,0100 

0,009 



vollk. Lös 



vollk. Lös. 



vollk. Lös. 



fast vollk. Lös. 

» » > 
starke Lösung 

mtfsige Lös. 
> > 

geringe Lös. 



vollk. I .<>•<. 



faul vollk. 
starke \AHaa\: 



l 



fast vollk Lös. mäfsige Lös 

> > > > > 

s. Htarke Lös. > » 

starke I^ösung geringe IXJs. 



V 0 



Spur 



Berechnung: 



1 ccm Originalsorum voll = — 500 A. K. 



1 » Zentrifugal I = = 200 » 

2 ccm Z. I entspricht 1 ccui Originalserum. 



Absorptionsko effizient 
500 



500-400 



500 



= 0,2. 



2. 1 ccm Originalserum Vis = j£ = 3, |2 A.-E. 



1 > Zentrifugat II 



1 
0.08 



=- 12,5 A.-E. 



1 » Z. II entspricht 1 ccm Originalserum Vis- 

31,2—12,5 



Absorption skoeffizient 



31,2 



- 0,6. 
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3. 1 ccm Originalserum ' 64 = ^ = 7,H A.-E. 

1 > Zontrifugat III — - 0,45 A.-K. 

1 » Z. III entspricht 1 ccm Originaleeram '/„,. 

Absorptionskoeffizient 7,8 ~°** 6 = 0,9. 



VIL Versach. 

5 fach verdünntes Originalsernm : 

a) 10 ccm mit dem Bodensatz von 10 ccm ßlutaufschwemmnng ab- 
sorbiert, 

b) 5 ccm OriginalBerum (5 fach) aufs Doppelte verdünnt, -f- Bodensatz 
von 10 ccm Blutaufschwemmung, 

c) 8,33 ccm Originalsernm (5 fach) auf 10 ccm verdünnt, -f" Bodensatz 
von 10 ccm Blutaufschwemmung 

Nach zweistündigem Kontakt abzentrifugiert. Titration mit je 1 ccm 
Blutaufschwemmung. 



Menge 


Originalserum 


Zentrif. a 


Zentrif. b 




Zentrif. c 


1:* 


(1 : 5) 


1 10) 




(1 : 1») 


0,200 






■ 








0,175 


) 








vollk. Lös 


0,160 


i 












0,125 




1 










0,100 






, Vollk. 1,08. 




Schleier 


0,090 
0,080 




vollk. Los. 




starke Lösung 
• 


0,070 


vollk. Lös. 






mäfsige > 


0,060 










» 


> 


0,060 






Schleier 


geringe » 


0.040 






starke Lösung 




» 


» 


0,030 






mäfsige > 






Spur 


0,025 
0,0225 




Schleier 
starke Lösung 


> i 
geringe > 








0,0200 


Schleier 


> > 


> « 






0 


0,0175 1 


starke Lösung 


mäfsige > 










0,0160 ; 


> > 


> > 


>• 








0,0125 


mäfsige » 


geringe > 











Berechnung: 

2 

Originalserum 1:6; 1 ccm = , = 88,8 A.-E. 
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2 



Zentrifngat a : 1 cctn 



0,03 

b:1 " = 0 2 06 



C : 1 



0,125 



66,6 A.-E. 
33,3 » 
16,0 . 



Absnrptionsquotient: 



S8.8-W.6 

88,8 '~° 
44 4 ;j3 •} 

44,4 "° 

29,6-16 

29.6 - " 



CbersiehtsUkelle I. 



Wu'ikThotte AliMirptinii iU-sm ■Hkmi 



AUM>n>t*">> »>« v. rsohif'.leiii'ii Sorutn- 
v«>r-luiiiMiii>{«»ii 



Amb.-Khih. 
•lnrge boten 




AliMirpl • 
Koellizient 


Amb -Ktub. 
«tiirgebotcn 




Absc>rj>t - 
KnefrUiüiil 


62» 


1. Absen 


•ption 0,80 


538 


Verdünn. '/ t 


0,25 


62.5 


2. 


0,46 


269 




0,25 


500 

333 


1. . 

2. i 


0,33 
1 0,25 


134,5 
67,2 


» V. 

• '/,. 


0,62 
0,50 


250 


3 i 


0.12 


250 


» 7, 


0,20 


250 

200 


1. i 
2 


0,20 
0,17 


15,6 

3,9 


* «♦ 


0,60 
0,90 


166 


.-. , 


0,13 


44,4 


> V» 


0,25 


500 
40U 


l 

2. , 


0,20 
0,17 


22,2 
14,» 


» 


0,25 
0,45 


333 


3. 


0.14 


1 
I 

1 






Aus obiger 


Übersichtstabelle, welche 


die Resultate 


der Vor- 



versuche in leichter überblickbarer Weise zusammenfallt, geht 
nun deutlich hervor, dafs die Absorptionsquotienten einen ganz ver- 
schiedenen Verlauf nehmen, je nachdem die Verminderung der 
zur Absorption dargebotenen Ambozeptormengen durch Ver- 
dünnung oder durch mehrfach wiederholte Absorption 
bewirkt wird. Während im ersteren Falle mit steigendem Grade 
der Verdünnung, also mit fallender Ambozeptormenge, ein mehr 
oder minder rascher Anstieg der Quotienten zu beobachten ist, 
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zeigen dieselben bei wiederholter Absorption eine deutliche Ten- 
denz zur Abnahme. 

Ganz analog ist das Verhalten der Absorptionsquotienten 
bei dem nachstehenden Parallol versuch : Auch hier ein rapides 
Absinken bei wiederholter Absorption, dem zwar 
bei dem Verdünnungsversuche kein Anstieg der Quotienten ent- 
spricht, wohl aber ein Gleichbleibon derselben; 
der Wert von 0,36, der übrigens noch immer erheblich höher 
ist als der bei wiederholter Absorption erhaltene (0,13), dürfte 
wohl auf einen Versuchsfehler zurückzuführen sein, der jedoch, 
wie man sieht, das zu demonstrierende Phänomen keineswegs 
zu verdecken vermag. 

Jedenfalls zeigen sich also bei den Hämoly- 
sinen in derTat deu tliche Verschiedenheiten in d em 
Verlauf der Abso rptious quoti enten, und zwar 
genau in dem Sinne, wie wir in den einleitenden 
Bemerkungen zu dieser Arbeit vermutet hatten. 



b) Parallelversuch. 

2 Kaninchen durch fünf Wochen mit Kinderblut behandelt (6 Injekt.) 
f> Tage nach der letzten Injektion getötet. 

Serum, Mach vordünnt, zu den weiteren Versuchen benutzt Serum A) 
Kein Karbolzusatz' 

A) Wiederholte Absorption (stets nach 2 h Einwirkungsdauer abzentri- 
f ugiert) : 

75 ccm Ser. A -f- Blutkörp. von 75 ccm 5proz. Aufachw. ergibt Z. I, 

CO > Z I 4- > » •;<> > » » » II, 

45 » » II -f » 45 » , » III, 

30 . . 111-f- » > 30 » » . IV. 

B) Vcrdünnungaversuch : 

10 ccm ^ -f" Blutkörp. von 10 ccm Aufschw. ergibt Z,. 

10 » J -f > 10 . , » Z s . 

10 » * -f , 10 » . . 7 U . 
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Zur Titration 1 ccm Blut verwendet 



Z. I Z. II Z III ! Z IV 
Merino , (| liifarh jnfni-it lofnch 
Hifn.li v.-r.l. v.-ril vinl. 



Z, Z, 

lofucli lofrtch 
vt-r<1 venl 



A 

HM flieh 



1.1 
1,0 

0,9 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,25 

0,225 

0,200 

0,175 

0,150 

0,125 

0,100 

o.ooo 



V v. Lös 



trüb 

8t. LöB. 
> » 

mflfe.L. 
Spur 
0 
0 
0 



v I/te. 



V I^iB. 



v.Lök. > v.Lö». 



trüb 



f v. Lös. 
Schleier 

trüb 
8t. Ijöb. 
mftfB. L. 
trüb : ger. L 



trüb st. Lös. st. Löß. Spur 
trüb »t. Los. tnäfB. L inäfs.L.j » 



st. Lös. » > 
> » Imftffl.L 

ruäfe.L. » » 
Spur , Spur 



0 



I 



> > 
Spur 
i 



0 



» » 

Spar 
> 



0 



V. 



Lv.Lö*. 



trüb 

8t. LÖS. 

in als. L. 
ger. I>öb. 
Spur 



trüb 



Berechnung : 



1 ccm A 2 
1 > ZI 2 
1 , »11—2 
1 , ,111=2 
1 , ,IV=2 



100 

0,8 

10 

0.3 
10 
0,5 

10 
„, (J 
1<» 
0.7 



250— Bö 

2 125 A.-K. «Quotienten: or>Q 



2 33 . 

2 20 . 

2 it;,i; » 

2 14,3 » 



1 ccm Z, 

1 » Z, 

1 ' z, 

1 ► Z 4 



= ZI. 



= 2 



= 2 



10 

0,7 

10 
Iß 
10 
1,0 



2 14,:* 
2 8,3 
2 10 



A = 2 125 

• =128 



8 = * 11 



66 --40 
60 

40—352 
40 

33,2— 28,*; 
33,2 



0,78 
0,5» 
0,17 
0,18. 



Quotienten 

350—66 
250 
125-28,6 



125 

62-- 16,6 
62 

31-20 
31 



0.78 
0,76 
0,73 
0,86. 
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1 Hltitf*iiiliplt 

1 WIU VC 11JULI t 

wurden 
Ambhz -Kinh. 
darg e boten 


Al)«or|>tlonsquotienten 


bei wiederholter 
Absorption 




12 > 


it.T.'i 


0,73 


62,6 




0,76 


33 


0,39 




31 




0,73 


20 


0,17 




16,G 


0,13 




15,5 




0,36? 



2. Agglutininversuche. 

Viel einfacher und bequemer gestalten sich natürlich die 
Experimente bei den Agglutininen. Um auch hier wieder über 
die angewandte Technik das Wichtigste mitzuteilen, so sei be- 
merkt, dafs zu diesen Versuchen eine dichte Aufschwemmung 
24 stündiger Agarkultur des Typhusbazillus benutzt wurde, 
welche ein für allemal hergestellt und mit ^proz. Karbolsäure ver- 
setzt aufgehoben wurde. Aufserdem enthielt diese Aufschwem- 
mung 10°/ 0 Milchzucker, weil dieselbe infolge dieses Zusatzes 
länger homogen bleibt, und die Bazillen in diesem spezifisch 
schwereren Medium weniger Tendenz zur Sedimentierung zeigen. 
Zur Herstellung der Massenkulturen dienten viereckige Fla- 
schen von 10 cm Höhe, 6 cm Breite und 4 cm Tiefe; der 
Bakterienbelag von 4 solchen, mit schräg erstarrtem Agar be- 
schickten Flaschen wurde in 200 cem Flüssigkeit aufgeschwemmt. 

Zur Auswertung des Agglutinationstiters der verschiedenen 
Serumverdünnungen wurden je 0,2 cem dieser Bakterienauf- 
schwemmung benutzt; das Gesamtvolumen jeder einzelnen Probe 
betrug dabei 1,2 cem. Jeno Agglutininmenge, welche zur Aus- 
flockung der eben erwähnten Bakterienmenge (also 0,2 cem) eben 
hinreichte, wurde im folgenden der Bequemlichkeit halber als 
Agglutinineinheit bezeichnet. Zur Absorption wurde zu den be- 
treffenden Serumproben stets der zehnte Teil ihres Volumens 
von der Bakterienaufschwemmung zugesetzt. 
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Wie bei den Hämolysinen so wurden auch hier 2 Serien 
von Versuchen augestellt, deren eine den Verlauf der Absorp- 
tionsquotionten bei wiederholter Absorption eines und des- 
selben Iminunserums ergeben sollte, während die andere ver 
schiedene Verdünnungsgrade dieses Serums einer einmaligen 
Absorption unterwarf. Nach meist 2 stündigem Kontakt der 
Sera bzw. Serumverdünnungen mit den Bakterien bei Zimmer- 
temperatur wurden die letzteren durch die Zentrifuge entfernt, 
und die erhaltenen klaren Flüssigkeiten in der oben geschil- 
derten Weise auf ihren Agglutiningehalt untersucht. 

Da es nicht unmöglich erschien, dafs durch die stufenweise 
Verdünnung des Immunserums an und für sich andere Absorp- 
tionsbedingungen geschaffen wurden, als sie bei wiederholter 
Absorption aus konzentriertem Serum bestehen, so wurden auch 
einige Kontrollversuche in der Weise aufgestellt, dafs die Ver 
dünnungeu nicht wie gewöhnlich mit physiologischer Kochsalz- 
lösung sondern mit entsprechend konzentriertem Normal- 
serum angelegt wurden. Hierdurch mufsten alle jene Unter- 
schiede zwischen den beiden Reihen der Parallelversuche 
in Wegfall kommen, welche von dem verschiedenen Eiweifs- 
gehalt der zu absorbierenden Flüssigkeiten, von deren Viskosität 
usw. abhängen konnten. Ebenso wurden bei einigen Versuchen 
zu den verschiedenen Serumverdünnungen, die nur einer ein- 
maligen Absorption unterzogen wurden, entsprechende Milch- 
zuckermengeu zugefügt, da ja durch den wiederholten Zusatz 
der zuckerhaltigen Bakterienaufschwemmung zu den Parallel- 
proben der Milchzuckergehalt der letzteren sich erhöhen mufste 
und dies gleichfalls von Einflufs auf die Absorptionsverhältnisse 
sein konnte. 

Es mag jedoch schon hier bemerkt sein, dafs eine erheb- 
liche Änderung in dem Verlauf der Agglutininabsorption durch 
die kleinen methodischen Abweichungen nicht erzielt wurde, so 
dafs also den eben erwähnten beiden Faktoren kein merklicher 
EinHufs zugeschrieben werden kann, und die Verschiedenheit 
der Resultate beider Versuchsserien nicht auf derartige neben 
sächliche und zufällige Unistände zurückgeführt werden kann. 



Digitized by Google 



Von Dr. Paul Th. Müller. 



81 



Parallel versuch I. 

A. Wiederholte Absorption. Typhusserura Kdgar (Pferd). 

50 ccm Typhusserum (25 f. verd } -(- 5 ccm Typhusaufschw. ergibt Z I 
45 > Z. I -j- 4,5 TyphuBaufschwemmuug » - II 

40 » » n + 4,o » » » in 

35 » » 111+ 8,6 » ....... i IV 

30 > » IV -j- 3,0 » » . V. 

R Verdflnnungsversuch (Kochsalzlösung). 
10 cctn Typhusaeruin (25 f. verdünnt) -f- 1 ccm Typhusaufschw. ergibt Z, 



10 > 

10 . 

10 » 

10 . 

10 . 



(50 f. 
(100 f. 
(200 f. 
(400 f. 
(800 f. 



) + 1 

)+ 1 

)+ 1 

) + 1 

> + 1 



. Z, 

. Z, 

- z 4 

• z s 

. z e 



Kontakt Bteta 2 Stunden, dann abzentrifugiert 



»»riKitiftl- 
Menge serum 

2,Vxl2Sf. v. 



Z. I 
100 f. 



Z II 

im. 



Z III 



Z. IV 



Z V 



1,0 

0,9 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,25 

0,225 

0,200 

0,175 

0,150 

0,125 

0.10 

0.09 

0,08 

0,07 

0,06 



vollk. 
Agglut. 



u 



vollk. 
Agglut. 



vollk. 
Agglut. 



Spur 



vollk. 
Agglut. 



.Spur 



vollk. 
Agglut. 



Spur 
0 



* 0 
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Menge 



Z, 

lOflWh 



Z. 



vollk. 
Asglut. 



vollk. 
ARRlut. 



SS. 



1,0 
0,9 
0,8 
0,7 
0,6 
0,5 
0,4 
0,3 
0,25 
0,22* 
0,21)0 
0,175 
0,150 

0,125 ger.Aggl 
0,100 0 0 

Berechnung (Grenzwert: vollk. Agglutination): 

128 

A. Serum 25 f. verd. 1 ccm — ^ 



O 



Z. I 1 
Z. 11 1 
Z. III 1 
Z. IV 1 
Z. V 1 



100 
0.5 

10 
0,2 

1 

0,08 
1_ 
0.5 



512 A.-E. 
200 » 
50 . 
12,5 i 
2 i 



Quotienten: 
0,67 



j 512-220 



0 



B. Serum 25 f. verd. 1 ccm = ^ = 512 A,E. Z.l = Z, : 1 ccm = ^ = 200 



512 

3. ^ - 

4 12,5 ~ 
6 2 ~° = 1... 



50 f. 

100 f. 

200 f. 
400 f. 
800 f. 



1 



256 A.-E. 



1 » = 128 



Z,:l » = 
Z,:l » — 



l » = 64 » 

1 , = 32 . 
1 . = 16 . 

Quotienten 



Z 4 :l 
1 



i . = 



100 
0,5 

0,15 =86 * G 

0^26=^ 

0 

0 
0 



512-220 
512 



= 0,57 



4. <54 T° = 1,0 



2 ™-™> 2 -0 71 
- 256 - 0 '' 1 

3 l2H m' H ~ 



o. 



64 
:Y2 u 

32 
16-0 

16 



- 1,0 
1,0 
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AbMurplioiiMjUDtieutcn 


Aicglut.-Kinh. 


Im- i mehrfacher 

• % lirM H | H IM Ii 


bei Verdünnung 


r>i2 


0.57 

■ 


0,57 


256 




0,71 

> 


200 


!| 0,72 ! 




128 




0,93 


64 




1,00 


50 


Ii 0,72 ; 




32 




1,00 


16 




1,00 


12,5 


0,90 




8 




(1,00) 


•1 




(1,001 


2 


1,00 


(1,00) 



Parallel versuch II. 

A. Wiederholte Absorption. (Typhueserum Edgar, Pferd). 
50ccin Typhusserum (25 f. verd.) -+- 5 ccni Typhus ergibt Z. I usf. wie 
bei Versuch I. 

B. Verdünnungsversuch. 

10 cem Typhusseruni (25 f. verd.) -(- 1 cem Typhus ergibt Z, usw. wie 
bei Versuch 1 nur mit dem Unterschied, dafs die weiteren Verdün- 
nungen nicht mit Kochsalzlösung sondern mit 25 fach ver- 
dünntem Normal pferdeserum hergestellt werden. 

Kontakt 4 Stunden, dann abzentrifugiert. 



Menge 



Origlnal- 
serura 



Z. I 



sä 



Z. II 

UM1 fach 



Z. III Z. IV 
llRUaeh 10 fach 



Z. V 



Z.VI 



1,2 

1,1 
1,0 

0 0 

0,H 

0.7 

0,6 

0,5 

0.4 

0.3 

0,25 

0,225 

0,200 

0,175 

0,150 

0,125 



vollk. 
Agglut. 



v. Aggl. 
Spur 



vollk 
Agglut. 



vollk. 
Agglut. 
Spur 



> 0 



Vollk. 


1 1 


Agglut. 


l vollk 




Agglut. 


• 




. 0 






0 


r 
l 
i 




l 






6* 
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Berechnung (Grentwert: vollk. Agglutination): 

1280 



A. .Serum (25 f. verd.) 1 ccm = 

ZI 1 • ^ 

Z. II 1 • = 

Z.III 1 i = 

Z. IV 1 . = 

Z V 1 . = 

Z. VI 1 » = 



0,6 



= 2133 A E. 



Quotienten: 



1000 
1 0 


— 


833 




L 


2133-916 
2133 


= 0.67 


100 




333 




2. 


833-366 


= 0,5« 


0,3 




> 


833 


100 
1.1 




91 


» 


3. 


333-100 

333 


= 0,70 


10 




11 




4. 


91-11 


= 0,88 


079 




» 




91 


1 




1,6 




5. 


11—1,7 


= 0,84 


0,6 






11 


0 


A.-F 






6. 


1,6-0 


= 1,0. 






1,6 



Z. 



1,0 

0,9 
0,8 
0,7 
0,6 
0,5 
0,4 
0,3 
0,25 

0,225 . Q 
0,200 
0,175 
0,150 
0,125 
0,100 

i 



vollk. 
Agglut. 



Z« 



Z, Z, «. 



vollk. 
Agglut. 



▼ollk. 
Agglut 



(J 0 



1280 



B. Serum 25f.verd. 1 ccm - ^ 2133 A.E. Z, 



50f. » \ > ~ 1066 A. E. 



1001. . 

200 f. » 

400 f. , 

800 f. . 

1600 f. . 

32001. » 



1 • 
1 » 



1 
1 
I 
1 



533 . 

266 , 

133 » 

66 . 

33 » 

16 » 



Z,= 

/,= 
Z t 

z t . 

Z 7 : 

z« 



: ™ = 166,6 
0,6 



= 25 



10 
0,4 

0,5 

0 

0 

0 

0. 
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Quotienten : 

, 2133-916 nrit 266-2 

^133 = °' 56 4 26(T = 

1066-183 133-0 _ 

2 ' 116"" ~ ° ,h - 5 133 ~ 

533—27 
3 - ^533 = 

übersichtstabelle II. 
—— — — ^ — — — — — — — 

.\b*<>rptiori8<i'ioli>-iiien 
AKj-'lut -Kinh. bei mehrfacher , , ,.__,.-4__ 



I 

2133 0.56 0,5C 

1066 — ns? 

833 0,ö6 — 

533 - 0,94 

333 0,70 

266 — 0,99 

133 - 1,0 

91 0,88 — 

66 - 1,0 

33 1,0 

16 - 1,0 

11 0,84 1,0 

1,6 1,0 (1,0) 

I 



Parallel Terunch III. 

Serum eines Kaninchens, das 5 Injektionen mit Karbolsäure abgetöteter 
Typhaskultor erhalten hatte. Versuch sofort nach der Blutentnahme. 

a) Absorption wiederholt: Kein Karbolzusatz zum Serum! 



40 ccm 


Serum -f- 4 


ccm Ty Bouillon 


ergibt Z. I 


35 . 


Z. I + 8,5 


* » 


Z.II 


28 . 


Z, II + 2,8 


» • 


» Z. III 


22 , 


Z. III -f 2,2 


» » 


. Z. IV 


15 . 


Z. IV -f 1,5 


» » 


. Z.V 


7 . 


Z. V + 0,7 


» 


. Z. VI 


4 » 


Z. VI +0,4 


> > 


» Z. VII. 



b) Verdannungsversuch: 

10 ccm Serum V, 4- 1 ccm Ty Bouillon — Z, 
10 » » ■ 4 + 1 . » = Z, 

10 » . Vi + 1 » ' Z * 

io » . v„ + 1 . . = z, 
10 . » •/„ + 1 . » = z,. 
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AbBorptionavorBiich. 



Oritilnal- 


Z I 


Z. II 


Z. III 


Z. IV 


Z. V 


Z VI 


Z. VII 


Menee *' T " m 


100*1 


10i 100 


10000 


10000 


inooo 


10000 


lonon 


frti Ii 


flieh 


h h 


flieh 


fuch 


fueh 


fueh 


fuch 



1,0 
0,9 

0,8 
0,7 
0,6 

<!,-» 

0,4 

0,3 

0,26 

0,225 

0,200 

0,175 

0,150 

0,125 

0,100 



+ + 
-f + 

■\ + 
+ + 

+ + 
0 



0 I) 



+ + 



0 
0 



f- 

0 
0 
0 



++ 





++ 


+ + 


0 


++ 


0 


0 




0 


0 


0 




0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




o 


o 


0 





Berechnung 

rem OriK 8er. = 
Z. I = 
Z. II = 
Z III 
Z. IV 

Z. V = 
Z VI = 
Z VII 



100 000 



n,l 

10 000 

^0,125 

10 0(X) 
0,15 

10 00t) 
0,175 

10 000 
0,2 

10 000 
0,225 

10 000 
0,225 

10 000 

0,25 



250 000 A.-E 
80 (MJO , 

HO ODO » 



Quotienten: 

250 000— 88 00t) 
250 000 

80 000-73 332 
80 000 



57 1 12 > 3. 

50 000 » 4. 

44 444 . 5. 

44 444 . 



66 «66—62 856 



_ 10 000 » 



DD ODO 

57 142 -55 000 
67142 

50 000-48 888^ 
50 000 



44 444—44 000 



0,62 
0,0 s 

0.05 

0,03 
0,02 



44 444 



0,00». 
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Menge 


lOOOOfn.h 


lOWiOfacli 


UMHlOIlll-h 


z 


z 4 

lOOfm-h 


1.0 






+ + 






0,9 
0,8 


1 | 


4- 4- 


0 


'+ + 




0,7 










0 




) 


+ 








0,5 


+ + 


0 




+ 




0,4 


+ 






o 




0,3 


0 


: 




+ + 


0,25 
0,225 




i 

l 


0 




+ 
+ 


0,200 




. o j 




0 


0,175 


0 








0,150 










0 


0,125 












0,100 




4 









Berechnung: 



ccm Z, = 
. Z, - 

» z« - 
. z, = 
, z,= 



ZI 




10 000 




0,5 




10000 




0,7 




10000 




1,0 




1000 




0,6 




100 




0,3 





Quotienten: 



20 000 A -E. 
14 286 . 
10 000 » 

1' 



L 



2. = 0.82 



3 



4. 



125 000 
62 500-14 286 

62 500 
31 250-1 832 



31 250 
• 625—3 
15 625 



= 0,77 



_ 15 625—366 
5- — = 0,97 



rberalfhtetabellc III. 



Alnor|.tiou«ujiu.ti«-i>U'n 



AKKlutinin- 
i'iDlieitcn 
«larKelxiti'ii 



\Vio.|.rlmlt.- 
Absorption 



WnliniuuiiK 



250 000 
126 000 
80 000 
66 666 
62 500 
57142 
50000 
44 444 
31 250 
15 625 



0,62 

0,08 
0,05 

0,03 
0,02 
0,009 



0,62 
0,82 



0,77 



0,94 
0,97 
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Dasselbe Serum wie in Parallel versuch III, nur 10 fach verdünnt (als 
>0riginal« bei). Anordnung wie dort. 

« 

AbsorptionsverBuch. 





i>rin1n«ils«T 


Z I 


z. u 


Z. III 


Z. IV 


Z V 


Z. VI 


KirNtOfHch 




HHOfueh 


tlNMtfaeh 


lOOofueh 


1 Ort i fach 


lOOOfaeh 


1,0 
















+ 4- 


0,9 
0,8 




+ +j 


+ + 




+ + 

1 


■ 4-4- 


4- 4- 
+ + 


0,7 










4- + 


+ 


0,6 


+ + 








4-4- 


+ 




0* 


+ 




r + 


+ 4" 


t 


4- 




0,4 


o ; + + 


+ 


+ 


o 




0.3 






0 


0 


0 






0,25 




t 












0,225 


! 










1 


. 0 


0,200 


0 












0 




0,175 






, 0 


0 


• 0 






0,150 


i 


0 












0,126 


















0,100 










1 









Berechnung: 
1 ccm OrigiualBerum 
I » Z. I 
2. II 
Z. III 
Z. IV 

z. v 

Z. VI 





10 000 




0,6 




1000 




0.4 




1000 




0,5 




1000 




0,5 




1000 




»»,« 




1000 




0,7 




1000 




0,8 



16 666 A.-E. 

2 500 > 

2 000 . 

2000 . 

1666 » 

1 428 » 

1 250 » 



1. 



Quotienten: 
16 666-2 750 



16 666 



= 0,88 



2500-2200 
* "2500 ~ W,! - 

2000—2000 
2000 



4. 



1666—1570 
1666 



1428- 1375 
° 1428 = °' 03 
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Menge 



1000 f «oh 



1 00 f rieh 



10U f».-h 



Z, 
lOIa.h 



Z, 



i.o 

0,9 
0,8 
0,7 

0,6 

o.r. 

0,4 
0,3 
0,25 
0,225 
0,200 
0,175 
0,150 
0,125 
0,100 

Berechnung: 
Z, = 

ccm Z, = 

Z. = 
7« = 

z. = 

z, = 



: + 
+ + 
+ 



4- + 



+ + 

Ii 



+ 
n 



0 



0 



r + 

+ 
o 



) o 



Z. L 




1000 




0,9 




100 




0,4 




100 




1,0 




10 




0,4 




1 




0,25 




0. 





1111 A.K. 
250 » 
100 » 
25 . 
4 > 



Quotienten: 
1 0.KI 

8333—1222 



2. 
3 



8333 
416(5-275 



4. 
5. 



4166 
.2083—110 

2083 
1041—27 



1041 



= 0,80 
= 0.08 
= 0,1>4 
= 0,07. 



Übersieht stabelle IV. 



A>*ijri.tii>ti<.|UOti<'t!tii> 



Ajrtflatinln-Kinli. 
dargeboten 



boi »ieoVrholUT 
Absorption 



t.i«i VvnlünnuiiK 



16 666 
8 333 
4166 
2 500 
20&3 
2000 
1666 
142* 
1041 



0,83 

0,12 

0,0 

0,05 

0,03 



0,83 
0,85 
0,93 

0,94 
0,97 



Digitized by Google 



90 



Aviditätsstudien an Hämolysinen und Agglutininen. 



ParallelTersneh V. 

Serum eine» Kaninchens, das 5 Injektionen von Typhusaufschwemmung 
erhielt Blutentnahme 10 Tage nach der letzten Injektion. Sofort nach der 
Entnahme geprüft 

Das Serum, 10 fach verdünnt, wird als » Originalserum < zu dem Versuche 
benatzt ('/i 0,, o Karbolzusatz). 

Bei dem >VerdünnungBvereuche< werden die Verdünnungen nicht wie 
bisher mit Kochsalzlösung hergestellt, sondern mit dem 10 fach verdünnten 
Serum eines normalen Kaninchens; gleichzeitig wurde diesem Serum noch 
V, 0 /,, Karbolsäure und 10°,' o Milchzucker zugesetzt. 

Anordnung des Versuches im übrigen die gleiche. 

Z. I usw. = wiederholte Absorption, Z, usw. — Verdünnungsversuch. 



Menge 


< »rlk'lnalsor 


Z. I 

llKXi (»i'li 


Z. 11 


Z. III 

1000 fach 


Z IV 
1000 fwsb 


lOOoVach 


z. 

1O0O tarh 


1,0 


i 










+ + 




0,9 
















+ + 


0,8 


+ + 
















0,7 














+ + 


+ 


0,6 












' + + 


+ + 


0 


0,5 


4- + 




+ + 


+ + 


+ + 


+ + 




0,4 


H- 












+ 




0,3 


0 
















0,25 


















0,225 
















0 


0,200 












+ + 






0.175 


0 




+ + 


+ + 


+ 






0,1 50 




+ 


+ 


+ 


0 






0,125 




0 






0 


1 




0,100 




0 


" 


0 


0 


1 





a) Wiederholte Absorption: 
10 (XX) 



Orig. 1 ccm = 
Z. 1 1 . » 
Z. II 1 . = 
Z. III 1 » = 
Z. IV 1 . 



0,5 
1000 

0,1t:, 

1000^ 
0,175^ 
1000 
0,175 
1000 



20 000 A . E 
5 714 » 
5 714 » 
5 714 » 
5 000 . 



Quotienten: 



20 000 -6285 

20 000 ~" * 



2. 



0,0 



3. 0,0 

5714-5500 



5714 



= 0,04 
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b) VerdünnungsTersuch: Quotienten: 

Z. I = Z, 1. 0,<W 

_ , 1000 annn . _ . 10 000-2200 

Z.lccm 0 . 2 000 A. E. 2. lü00() = 0,,8 

v , 1000 io*n 5000-1375 

/J « 1 ' = 0,8^ = 1 250 ' ^ 5000 - 

Übersichtstabeil« V. 



.U».nn.tt<.ns<|Uoti.'iit«ii 



AKifltat itiin-Kinli. 
duixeboUtti 


b«i witvlerlioltiT 
.\l>«tori>tion 


bei Verdünuun« 


20 000 


0,08 


0,r>8 


10000 




0,78 


5 714 


0,00 




5 7U 


o.oo 




5 714 


0,04 




5000 




0,73 



Die Ergebnisse dieser Agglutinin versuche sind nun recht 
interessant. Betrachten wir zunächst die beiden ersten Experi- 
mente, die mit dem vom Pferde herstammenden Typhusserum 
>Edgarc angestellt wurden, und deren Resultate sich in den 
Übersichtstabellen I und II verzeichnet finden. Ein Vergleich 
der beiden vertikalen Stäbe, welche die Absorptionsquotienten 
enthalten, lehrt sofort, dafs bei beiden Versuchsserien ein deut- 
liches Anwachsen dieser Quotienten mit abnehmender Menge der 
zur Absorption dargebotenen Agglutinineinheiten stattfindet. Trotz- 
dem läfst sich ein wesentlicher Unterschied zwischen diesen beiden 
Versuchsreihen nicht verkennen, denn der Anstieg der Ab- 
sorptionsquotienten ist bei den > Verdü n uu ng s- 
versuchen« ein bei weitem rascherer als bei den 
Experimenten mit wiederholter Absorption. Wäh- 
rend z. B. noch Tabelle II bei einer Verminderung der Zahl 
der dargebotenen Agglutinineinheiten von 2100 auf 800 der Ab- 
sorptionsquotient für die »wiederholte Absorption« noch unver- 
ändert 0,56 geblieben ist, liegt or für den »Verdünnungsversuche 
bereits zwischen 0,82 und 0,94 ; und während bei einer weiteren 
Abnahme auf 266 dargebotene Agglutinineinheiten bei den Ver- 
dünnungsversuchen fast vollkommene Absorption (Quotient 0,99) 
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eingetreten ist, beträgt der Quotient bei der Parallelreihe noch 
wenig über 0,7. — 

Viel ausgeprägter als bei diesem, bereits mehrere Jahre 
alten Pferdeimmunserum sind jedoch die Uuterschiede beider 
Versuchsreihen bei den frischen vom Kaninchen stammenden 
Serumproben. Die L bersichtstabellen III — V geben hierüber 
deutliehen Aufscblufs. In allen drei Fällen beobachten wir 
nach der ersten Absorption ein rapides Absinken der Quoti- 
enten, die sich dann, bei jeder weiteren Absorption immer mehr 
der 0 nähern, derart, dafs tatsächlich bei einzelnen Versuchen 
mit der angewandten Methode kein Agglutininverlust mehr 
nachzuweisen war bzw. dessen Bestimmung bereits innerhalb 
der nicht unbeträchtlichen Fehlergrenzen zu liegen kam. So 
finden wir z. B. in Tabelle IV, dafs sich der Absorptions- 
quotient nach der ersten Berührung des Serums mit der Bazillen- 
aufschwemmung von 0,83 plötzlich auf 0,12 vermindert und 
sich im Verlauf der weiteren Absorptionen bis auf 0,03 bzw. 
0 reduziert. Bei der Parallelreihe dagegen erhebt sich der Ab- 
sorptionsquotient mit steigender Verdünnung sukzessive bis auf 
0,97, so dafs sich also für die Zahl von 1428 dargebotenen 
Agglutinineinheiton die Quotienten von 0,03 und 0,97 unver- 
mittelt gegenüberstehen, d. h. hier fast vollkommene Absorption 
zu verzeichnen ist, dort die dargebotene Agglutininmenge fast 
unberührt bleibt, 

3. Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Fassen wir nunmehr das Resultat sowohl der Agglutinin- 
wie der Hämolysinversuche zusammen , so können wir dasselbe 
ungefähr folgendermafsen formulieren : stets zeigte sich bei den 
V'erdünnungsversuchen ein Anwachsen oder wenigstens ein 
Konstantbleiben der Absorptionsquotienten mit zunehmender 
Verdünnung. Bei den Experimenten mit wiederholter Absorp- 
tion dagegen war das Resultat ein verschiedenes, insofern als 
bald, wie bei den Haemolysinversuchen und bei den Versuchen 
mit frischem Kaninchenimmunserum, eine Abnahme der Quoti- 
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enten beobachtet wurde, bald jedoch, wie beim Typhuspferde- 
serum, zwar mit der Wiederholung der Absorption eine Erhöhung 
derselben eintrat, die jedoch stets hinter derjenigen beträchtlich 
zurückblieb, die ceteris paribus, d. h. bei gleicher Menge der 
dargebotenen Agglutiuineinheiten, bei den Verdünnungsversuchen 
zustande kam. 

Mitanderen W orten: beiallen diesen V ersuchen 
zeigte sich, dafs die Absor pti on eineweniger voll- 
ständige war, wenn die Verminderung der dargebo- 
tenen An tikörper mengen durch wiederholte Ab- 
sorption be w i rkt w urd e , als wenn dieselbe durch 
passende Verdünnung des Ausgangsserums erzielt 
worden war. 

Wie hat man nun diese auffälligen Differenzen zu erklären? 

Zwei verschiedenartige Momente, an welche man vielleicht 
hierbei denken könnte, haben wir bereits im vorigen erwähnt, 
und als nicht in Betracht kommend, auf experimentellem Wege 
ausgeschlossen: Dafs die Konzentration der Serum- 
bestaudteile als solche keine Rolle spielen könne, hatten 
die Kontrollversuche ergeben, bei welchen nicht mit Kochsalz- 
lösung sondern mit entsprechend verdünntem Normal-Kaninchen- 
serum verdünnt worden war, derart, dafs beide Versuchsreihen 
in gleich stark serumhaltigen Lösungen sich abspielten. Dafs 
dagegen die bei wiederholter Absorption mit dem öftermaligen 
Bakterienzusatz eingeführten Milchzucker- und Karbolsäure- 
mengen irrelevant sind, hatten die Experimente gezeigt, bei 
welchen den Proben des >Verdünnungsversuches« gröfsere 
Milchzucker- und Karbolsäuremengen zugesetzt worden waren. 
Überdies kam ja dieser Erkliirungsmodus für die hämolyti- 
schen Versuche, bei welchen ja zur Absorption einfach in phy- 
siologischer Kochsalzlösung aufgeschwemmte Blutkörperchen 
ohne jeden weiteren Zusatz benutzt wurden, von vornherein 
nicht in Betracht, 

Hingegen scheint mir noch eine andere Art der Erklärung 
zum mindesten diskutabel, nämlich die, dafs mit dem wieder- 
holten Zusatz der geformten Elemente zum Serum Stoffe in 
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dasselbe eingeführt würden, welche die Fähigkeit hatten, die 
Absorption der Antikörper in irgendeiner nicht näher zu charak- 
terisierenden Weise zu hemmen. Für die Bakterienaufschwem- 
mung könnte diese Möglichkeit wohl zugegeben werden, zumal 
ja hier eine längerdauernde Auslaugung bzw. Autolyse der 
Bakterienleiber vor sich gehen dürfte, die derartige Stoffe in 
Freiheit setzen könnte. Viel geringer ist allerdings die Wahr- 
scheinlichkeit hierfür bei den hämolytischen Versuchen, wo ja 
stets frisches Blut in mehrfach gewaschenem Zustande benutzt 
wird, und während des kurzen Kontaktes mit dem Immunserum 
wohl kaum Gelegenheit haben dürfte, solche hemmenden Stoffe 
zu bilden bzw. an dasselbe abzugeben. 

Unmöglich wäre natürlich aber auch dies nicht; trotzdem 
aber erscheint mir die eben diskutierte Erklärung nicht zulässig, 
und zwar aus folgendem Grunde: Da nämlich schon bei der 
ersten Absorption diese supponierten hemmenden Substanzen 
mit den Blutkörperchen bzw. Bakterien in das Immunserum 
eingeführt werden, also bereits hier in Aktion treten müssen, 
so könnte der Effekt der zweiten Absorption nur in einer ent- 
sprechenden Verstärkung der schon das erste Mal auftretenden 
Hemmung bestehen, sich also etwa in einem geringen Zurück- 
bleiben des Absorptionsquotienten äufsern, nie aber einen 
so plötzlichen jähen Absturz desselben hervor- 
rufen, wie wir ihn bei dem frischen Kaninchen- 
serum beobachtet haben. Auch wäre es schwer verständ- 
lich, warum diese hypothetischen Hemmungsstoffe bei den beiden 
untersuchten Serumarten, dem Pferdeserum und dem Kaninchen- 
serum, so sehr verschiedene Wirkungen hervorgerufen haben 
sollten. 

Nach alledem möchte ich also für die wahrscheinlichste 
Erklärung unsers Phänomens die halten, vor welcher wir in 
der Einleitung zu dieser Arbeit ausgegangen waren: nämlich 
dafs dasselbe in der Anwesenheit verschieden 
avider Antikörper in dem Innnunserum seinen 
Grund hat. derart, dafs bei den erste n Absorptionen 
die Fraktionen höchster Affinität aus demselben 
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entfernt werden und immer weniger avidelmniun- 
stoffe zurückbleiben, welche demgemäts auch immer nie- 
drigere Absorptionsquotienten liefern. 

Wir werden im weiteren Verlaufe dieser Arbeit noch anderen 
Tatsachen begegnen, welche für die Richtigkeit dieser Auffas- 
sung sprechen. 

Den abweichenden Verlauf dieser Absorptionsquotientenkurve 
bei den verschiedenen untersuchten Serumarten kann man nach 
dem gegebenen Erklärungsprinzipe ohne Schwierigkeit Verstehen, 
wenn man die gewifs plausible und erlaubte Annahme macht, 
die dieselben die Komponenten verschiedener Avidität in sehr 
verschiedenen Mischungsverhältnissen und Mengen enthalten. 

Nehmen wir z. B. an, ein Serum enthalte blofs zwei Grup- 
pen von Agglutininen, deren eine durch maximale Avidität zu 
den Bakterienleibern ausgezeichnet wäre, während die andere für 
dieselben nur eine sehr geringe Affinität besäfse, so müfste be- 
reits nach der ersten vollzogenen Absorption, welche die Haupt- 
masse der avidesten Elemente aus dem Serum entfernt, der 
charakteristische Quotient einen sehr kleinen Wert annehmen, 
also ein Absturz der Kurve erfolgen, wie wir ihn bei den Ka- 
ninchenseren beobachtet haben. 

Wären hingegen in dem Serum Antikörper vorhanden, 
welche die verschiedensten Zwischenstufen der Avidität reprä- 
sentieren, so würde die absolute oder relative Abnahme der 
Absorptionsquotienten nicht so plötzlich erfolgen, sondern mehr 
allmählich eintreten, wofür die Hämolysin versuche und die Ex- 
perimente mit dem Pferdeimmunserum ein Beispiel geben. 

Ob dabei eine wirkliche Verkleinerung der Absorptions 
quotienteu zustande kommt oder ob dieselben nur hinter den 
beim »Verdünnungsversuchs beobachteten zurückbleiben, das 
hängt dann natürlich von der Schwankungsbreite ab, innerhalb 
welcher sich die Affinitäten der Antikörper bewegen. Denn sind 
die Affinit&tsunterschiede der verschiedenen Komponenten sehr 
geringe, dann wird die Verminderung der Absorptionsgröfse, die 
bei wiederholtem Bakterienzusatz eintritt, durch den Einrlufs 
wettgemacht, welche die geringere Menge der zur Absorption 
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dargebotenen Antikörper ausübt, und das Resultat wird ein, wenn 
auch langsameres Ansteigen der Kurve sein. 

So werden also von unserem Standpunkte aus die erhobenen 
Befunde ganz leicht verständlich. 

Auf ein weiteres Moment möchte ich bei dieser Gelegenheit 
sofort hinweisen, weil dasselbe gleichfalls einen merklichen Unter- 
schied in den Eigenschaften unserer beiden Typhusimmunsera 
erkennen läfst und augenscheinlich ebenfalls mit den Aviditäts- 
verhältnissen in Zusammenhang steht. Vergleicht man nämlich 
diejenigen Mengen dargebotener Agglutinineinheiten, bei welchen 
die Absorptionsquotienten im Verdünnungsversuch eben einen 
bestimmten Wert — sagen wir z. B. den Wert 0,9 — erreichen 
und stellt man die so erhaltenen Zahlen, wie in der nachstehen- 
den Tabelle geschehen ist, nebeneinander, so ergibt sich 
folgendes : 

Kaninchen- 
immunserum: 

31000 (Tab. III) 
ca. 6000 (Tab. IV) 

In Worten ausgedrückt heifst das aber nichts anderes als 
dafs man, um einen gleichen Absorptionsgrad zu erreichen, viel 
weniger von dem Pferdeimmunserum zu einer gegebenen Bak- 
terienmenge zusetzen darf als von dem Kaninchenserum, woraus 
man weiter folgern mufs, dafs dem letzteren eine höhere 
Affinität zukommt als dem ersteren. Es braucht wohl 
kaum betont zu werden, dafs diese Schlufsfolgerung natürlich 
nur für die von uns untersuchten Sera, speziell für das jahrelang 
gelagerte Pferdeserum Gültigkeit haben kann, und dafs beson- 
ders zu untersuchen wäre, wie sich frisches Immunserum vom 
Pferde in dieser Beziehung verhält. Denn es ist ja der Gedanke 
aufserordentlich naheliegend, dafs die relativ geringere Bindungs- 
avidität des Pferdeagglutinins nichts Primäres darstellen, sondern 
erst im Laufe der Zeit durch Abschwächung entstanden sein 
könnte. 



Ouotlent 0,9. 

Zahl der Pferde 
Agglutin.-Einheiten im mun S erum: 
dargeboten : 

ca. 800 (Tab. II) 
ca. 150 (Tab. I) 
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Die mannigfaltigen Erfahrungen, die man über die Absehwä- 
chung wirksamer Sera, über die Entstehung von weniger aviden 
oder von unwirksamen, aber noch bindungsfähigen Modifikationen 
der Antikörper zu sammeln Gelegenheit hatte, würden diese Auf- 
fassung jedenfalls wesentlich unterstützen. 

Damit sind wir aber bei einer weiteren Frage augelangt, die 
für unsere Affinitätsstudien von gröfster Wichtigkeit sein mufste. 
Wir haben hervorgehoben, dafs wir wenigstens einen Teil 
unserer Versuche mit Immunseris anstellten, denen zum Zwecke 
der Konservierung VaP^oz. Karbolsäure zugesetzt wurde. Da nun 
dieser Zusatz, wie der von anderen chemisch wirksamen Sub- 
stanzen, von Säuren und Alkalien usw. bekanntermaßen imstande 
ist, die Antikörper schädlich zu beeinflussen, abzuschwächen oder 
sogar völlig zu zerstören, so mufsten wir uns notgedrungen die 
Frage vorlegen, ob denn die A viditätsunterschiede, die 
wir bei den verschiedenen Fraktionen der Antikörper 
eines Serums annehmen mufsten, schon in dem letz- 
teren vorgebildet seien oder etwa erst durch die Ein- 
wirkung der zugesetzten Karbolsäure und partielle 
Schädigung der Immunkörper künstlich hervorgerufen 
seien. 

Gewifs wäre auch die lotztere Eventualität, dafs also ein 
Teil der Antikörper unter dem Einflüsse des Karbolsäurezusatzes 
an Avidität eingebüfst hätte, nicht ohne Interesse gewesen. Viel 
bedeutsamer dagegen mufste es sein, wenn die genannten Aviditäts- 
differenzen schon in dem frisch entnommenen, noch möglichst 
unveränderten Serum nachgewiesen werden konnten; denn dann 
"hatten wir es mit einer Erscheinung von eminent biologischein 
Gepräge zu tun, deren weitere Verfolgung gewisse Aufschlüsse 
über den Mechanismus der Antikörperproduktion erhoffen liefs. 

Nun haben wir, wie aus den früher mitgeteilten Protokollen 
hervorgeht, auch einige Versuche ohne jeden Karbolzu- 
satz zu dem hämolytischen oder agglutinierenden Serum 
angestellt (häraol. Versuch I, Parallelversuch I, Agglutinat.- Ver- 
such III) und haben hierbei genau das gleiche Resultat 
zu verzeichnen gehabt wie bei den übrigen Experimen- 
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ten, so dafs also in der Tat an der Präexistenz der be- 
obachteten A viditätsunterschiede nicht gezweifelt wer- 
den kann. Dasselbe lehrt auch der folgende, mit un vermisch- 
tem frischem Kaninchenserum angestellte Versuch, den wir hier 
besonders mitteilen, und die ganze Reihe der späteren, zu an- 
deren Zwecken ausgeführten Experimente. 

Versuch. 

a") Serum eines Kaninchens, das 5 Injektionen intraperitoneal, dieTyphus- 
aufschwemmung erhalten hatte. Ohne Karbolzusat«. 

10 ccm Vollserum + 1 ccm Typhmiaufschw. ergibt Z. I 

5 » Z. I i 0,5 . . Z. II 



Titer : 



Titer: 



Titer: 



1 rem Vollserum 1 WO <X)0 T 5OOOO0O A.K. 

, . z ., = L^ooo . . sfffl0OJ0 _ 

1 . /.. II 1 7 J Ü0 ° =2 600000 . 

0,4 

, , . • « 500—275 . . 

Quotienten: 1. r^oQ --0,4« 

2. = 0,0. 

h) Sernm desselben Tieres, 100 fach verdünnt, ohne Karbol. 
15 ccm Serum -f- 1,5 ccm Typhnsaufechw. ergibt Z. I 
10 , Z. I -f 1,0 . » , Z. II 

10000 „ 
1 ccm Serum ...,- = ;>0 000 A.-K. 

1 » ZI = - = 1 250 » 

0,H 

1 , /. II = = 1 250 , 

, 50000-1375 
Quotienten:!. -0,9, 

2. = 0,0. 

c dasselbe Serum 5000 f. verdünnt. 

15 ccm Serum -(- 1,5 Typhusaufschw. = Z. I 
10 , Z. I -f 1,0 . ^ Z. II 



100 

1 ccm Serum = = 1000 A.-K. 

VI, I 

1 . Z. I - H = 33 . 
1 » Z. II = 0 A.-K. 
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Quotienten: 1. 



1000 



= 1,0 



« 



Wie man sieht, führt auch hier die zweite Beschickung des 
Serums mit Baktorienleibern, praktisch genommen, zu keinem 
Agglutininverlust mehr, daher der Absorptionsquotient denn auch 
von 0,95 bzw. 0,97 plötzlich auf 0 absinkt. Natürlich ist damit 
nicht gesagt, dafs nun auch wirklich gar keine Agglutininbin- 
dung eingetreten sei — dem widerspricht ja schon die prompt 
eintretende Agglutination. Aber die Absorption ist offenbar so 
gering, dafs sie boi der immerhin ziemlich ungenauen Prüfungs- 
methode nicht mehr zum Ausdruck kommt. Eine einfache rech- 
nerische Überlegung würde zeigen, dafs dabei die Zahl der ge- 
bundenen Agglutinineinheiten absolut genommen gar nicht 
einmal eine so sehr kleine zu sein brauchte. 

So ergibt sich also der für uns außerordentlich wichtige 
Schlufs, dafs die im Serum enthaltenen, durch Vorbehandlung 
mit Erythrozyten oder mit Bakterienkulturen erzeugten Anti- 
körper grofsc Aviditätsunterschiede aufweisen, und es tritt somit 
die weitere Frage an uns heran, wie diese Unterschiede zu er- 
klären sind und was ihnen für eine biologische Bedeutung zu- 
kommen kann. 

Welche Möglichkeiten liegen nun für die Entstehung solcher 
Aviditätsdifferenzen vor? 

Bedenken wir zunächst, dafs nach den Anschauungen wohl 
der meisten Immunitätsforscher die Antikörper eines Immun- 
serums fast niemals einheitlicher Natur sind, sondern aus 
zahlreichen Partiniantikörpern mit etwas verschiedenen Eigen- 
schaften und Angriffspunkten an den betreffenden Antigenen 
zusammengesetzt sind, so könnten wir also annehmen, dafs diese 
Auffassung auch für die Aviditätsverhältnisse Geltung habe, und 
demgeraäfs die folgenden Eventualitäten unterscheiden : 

1. Die Antikörper sind in ihren haptophoren Gruppen 
verschieden, beziehen sich also auf verschiedene Rezeptor- 
gruppen der betreffenden, zur Immunisierung verwendeten Zellen. 
Da wir es also in diesem Falle tatsächlich mit ganz differenten 
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Immunkörpern zu tun hätten, die nur gewissermafsen zufälliger- 
weise infolge des komplexen Baus der Erythrozyten und Bak- 
terienzellen gleichzeitig nebeneinander entstehen und im 8erum 
auftreten, so wäre es wohl nicht weiter auffällig, wenn sieh die- 
selben auch in ihren Bindungsaffinitäten voneinander mehr oder 
minder beträchtlich unterscheiden würden. 

2. Es wäre aber auch denkbar, dafs die Antikörper 
zwar in ihren haptophoren Gruppen miteinander iden- 
tisch wären, sich aber in ihrem sonstigen chemischen Aufbau 
verschieden verhalten würden; auch in diesem Falle wäre eine 
Verschiedenheit in den Affinitäten nur als notwendige Folge der 
differenten chemischen Konstitution anzusehen und nicht weiter 
verwunderlich. Die Anwesenheit derartig verschieden ge- 
bauter Antikörper in dem Serum würde man dabei am 
einfachsten in der Weise zu erklären haben, dafs man 
für dieselben verschiedene Entstehnngsorte in Anspruch 
nimmt. Wissen wir ja doch, dafs nicht nur die lymphoiden 
Organe, Milz, Lymphdrüsen und Knochenmark, sondern auch 
eine ganze Reihe anderer Organe und Gewebe zur Produktion 
der Antikörper befähigt ist, und ist es doch gewifs naheliegend, 
anzunehmen, dafs diese letzteren, selbst wenn sie gleiche hapto- 
phore Gruppen besitzen, doch je nach ihrer Provenienz gewisse 
Verschiedenheiten in ihrem Aufbau zeigen werden, welche für 
die Aviditätsverhältnisse von Bedeutung sein müssen. 

3. Endlich wäre es aber auch möglich, dafs zwar die be- 
treffenden Antikörper den gleichen Bildungsstätten entstammen 
und auf dieselben Rezeptorgruppen eingestellt sind, dafs aber 
im Verlaufe der Immunisierung eine Änderung der Affi- 
nitätsverhältnisse eintritt, derart, dafs die aus ver- 
schiedenen Zeitperioden stammenden Produkte, die 
sich ja wenigstens zum Teil gleichzeitig im Serum vor- 
finden müssen, verschiedene Avidität zu ihren Anti- 
genen aufweisen. Auf gewisse Analogien, welche diese Er 
klärungsweise an bestimmten, bereits in der Literatur vorliegen- 
den Tatsachen finden würde, soll später eingegangen werden. 
Jedenfalls würde aber auch hier als Grundursache der Aviditäts- 
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unterschiede eine Verschiedenheit des chemischen Aufbaus an- 
zunehmen sein, so dafs also ein und dasselbe Zellgebiet, je nach 
der Dauer der immunisatorischen Vorbehandlung, etwas different 
konstituierte Antikörper liefern würde. 

4. Natürlicherweise steht auch der Annahme nichts im Wege, 
dafs gleichzeitig mehrere der erwähnten Eventualitäten 
realisiert sind; ist es doch zweifellos sichergestellt, dafs jedes 
Immunserum eine ganze Schar von Partialantikörpern enthält, 
die teils verschiedene Angriffspunkte au dem antigenetischen 
Zellmateriale finden, teils ans verschiedenen Zellterritorien stam- 
men, eine Tatsache, welche natürlicherweise die Analyse des 
vorliegenden Phänomens sehr erschwert, 

4. Versuche mit intravenöser Bakterieninjektion. 

Um zunächst darüber Anfschlufs zu erlangen, ob vielleicht 
der Ort der Applikation der Bazillenraas.se vou Einflufs auf 
die Ausbildung der Affinitätsunterschiede ist, die an den Agglu- 
tininen zur Beobachtung kamen, wurden einige Versuche ange- 
stellt, bei welchen nicht, wie bisher, der intraperitoneale, son- 
dern der intravenöse Infektionsmodus gewählt wurde. 

Da Dämlich bei der Einspritzung in die Bauchhöhle die 
Antigene vor ihrer Resorption in die Blutbahn mit den binde- 
gewebigen und lyniphoiden Apparaten des Netzes und der Bauch- 
organe in einige Berührung treten und diese Elemente sich nach- 
gewiesenermafsen an der Produktion der Antikörper beteiligen, 
so war es von vornherein nicht ganz auszuschliefsen, dafs bei 
der intravenösen Applikation, bei welcher also die Bauchhöhle 
umgangen wird, vielleicht andere Verhältnisse bestehen könnten, 
und speziell Agglutinine von einheitlicherer Affinität gebildet 
würden. 

Wie jedoch die nachfolgenden Versuchsprotokolle erweisen, 
war auf diesem Wege ein entscheidender Anfschlufs nicht zu 
erlangen. Denn auch diese Experimente ergaben, wie die früher 
geschilderten, sehr deutlich das Phänomen des Quotientenabfalls 
bei wiederholter Absorption, liefsen also die Anwesenheit von 
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Agglutininen sehr verschiedener Avidität erkennen, die ebenso- 
gut aus verschiedenen Zellterritorien stammen konnten, wie die 
bei intraperitonealor Einspritzung entstehenden. 

Da nun eine verschiedene Provenienz, der Antikörper als 
Ursache der beobachteten Affinitätsunterschiede selbst daun nicht 
mit voller Sicherheit als ausgeschlossen betrachtet werden konnte, 
wenn es selbst gelungen wäre, die Antikörperproduktion auf ein 
einziges Organ zu beschränken — konnten ja noch immer die 
einzelnen Gewebsbestundteile dieses Organs verschiedene Pro- 
dukte liefern — , so wurde von einer weiteren Verfolgung dieses 
Gedankenganges Abstand genommen und versucht, der Lösung 
unserer Frage in anderer Weise näherzukommen. 

Kaninchen a, das 4 intravenöse Injektionen von 0,5 law. 1,0 ccm Typhus- 
aufBchwemmung erhalten hatte, und zwar in Abstanden von je 7 Tagen. 
(Tier deutlich abgemagert ) 



25 t MX) 

a) 1 ccm Vollserum .. . — 50 000 A.-E. 



1 » Z. 1 

i » z. n 



10 000 

0,3 
10000 

0,4 



— 33 333 » 



25 000 > 



1 



2 



Quotienten: 

r,o rxM)-3ü »;<;♦; _ 

50000 
33 333- 27 500 



0,27 



J— = 0,17 



b) 1 ccm Serum 50 fach = 1000 A. K. 
10 

0,2 
_10_ 
0,5 

c) 1 ccm Serum 1000 f. - 50 A.-E. 



i 



Z I 

Z. II = 



- 50 



= 20 



1. 

2. 



33 333 



Quotienten: 

1000— 55 



1000 

^,5—22^ 
55 



= 0,M 
= 0,«0 



Qnotientei 



1 » Z I 
1 » Z. II = 



0,6 = 



1. J5dÄ » 0,97 



ii,9 



= 1,11 > (unsicher; 



50 

1,66-1.22 
1,66 



0,2« 



Kaninchen h, 5 intravenöse Injektionen; Tier erscheint vollkommen 
gesund. 

a) Serum 5 fach verdünnt. 



500 

1 ccm Serum 5 fach — - K = 2222 A.-E. 

0,22.» 



1 > 
l * 



Z. I = 
Z II = 



250 
0,2 
250 
n.3 



= 1250 , 

833 , 



Quotienten: 

2222-1370 _ 
2222 ~~ * 



2 



1250-916 
1260 



= 0,2«. 
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1.) Serum 50 fach — 222 A K. Quotienten: 

l ocm • Z. I = *j «2,5 A. E. 1. ** 2 ~^' 1 • = 0,0» 

■ • • *»=»:; = • - *ö- M = 

Kaninchen c, 5 intravenöse Injektionen, 
a) Serom 5 fach verdünnt. 



1 ccm Serum = „ , -— 2222 A. K. 
0,225 



Quotienten: 



i y i f,0 ° iwi ^ 2222-1370 

1 . Z. I = U 4 - 1250 > a) 22ÄJ - 0> 

1 , Z. II = ^ = 1250 , h) - 0,0. 

h) Serum 50 fach. 

1 ccm Sernm 50 fach — 222 A. K Quotienten: 

i.ii = z~ - • 10 - 050 

1 . Z.II = 10 , b) - 0,S«. 



5. Änderung der Absorptionsquotienten im Verlauf der 

Immunisierung. 

Ich legte mir nainlich die Frage vor, wie sich denn die 
Absorptionsquotienten im Verlaufe der Immunisierung verhalten, 
ob sie ceteris paribus, d. h. bei gleichem Agglutiningehalt auch 
stets den gleichen Wert beibehielten, oder ob sich derselbe mit 
der Zeit und mit der Anzahl der verabreichten Bakterieninjek- 
tionen etwa gesetzmäfsig verändert. 

Da bei diesen Versuchen eine sehr oft wiederholte, nicht 
allzuspärlich bemessene Blutentnahme notwendig war, so trug 
ich Bedenken, diese ganze Serie von Experimenten an je einem 
einzigen Tiere von Anfang bis zu Ende durchzuführen; ich nahm 
vielmehr von Anfang an 5 ungefähr gleichschwere Kaninchen 
in Behandlung, welchen abwechselnd jede Woche einmal Blut 
aus den Ohrvenen entnommen und gleich darauf 0,5 ccm Bazillen- 
aufschwemmung in die Bauchhöhle injiziert wurde; ebenso wurden 
die übrigen 4 Tiere, welche kein Blut geliefert hatten, im An- 
schlufs daran mit der gleichen Bazillenmeuge eingespritzt. 
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Wie sich im Verlauf dieser Untersuchungen herausstellte, 
waren die individuellen Unterschiede, die sich bei erwähnten 
5 Tieren ergaben, so geringfügige, dafs keinerlei Schwierigkeit 
bestand, die erhaltenen Zahlen zu einem einheitlichen Bilde von 
dem Verlauf der Absorptionsquotienten zusammenzufügen. 

Die Absorptionsversuche wurden anfänglich mit dem Voll- 
serum, später aber, als der Agglutinationstiter bereits höhere Werte 
angenommen hatte, mit verschiedenen Serumverdünnuugen au- 
gestellt, da, wie wir ja wissen, die Absorptionsquotienten wesent- 
lich durch die Zahl der dargebotenen Agglutinineinheiten be- 
stimmt werden und daher nur solche Werte miteinander ver- 
glichen werden können, welche unter ungefähr gleichen Ab- 
sorptionsbedingungen gewonnen wurden. 

Ich lasse nun zunächst die stark gekürzten Versuchsproto- 
kolle folgen, deren Ergebnisse zum Schlüsse in zwei Ül >ersichts- 
tabellen derart zusammengefafst sind, dafs die Quotienten, welche 
einer Zahl von 1—10; 10—100, 100—1000, 1000—10000, 
10000 — 100000 dargebotenen Agglutinineinheiten entsprechen, 
in je einem vertikalen Stab vereinigt sind. 

f) Kaninchen worden fortlaufend mit einer karholisierten Aufschwem- 
mung von TyphiiHhazillen intraperitoneal behandelt. Von Zeit zu Zeit Blut- 
entnahme aus der Ohrvene und Anntcllung eine« Absorptionsvemiches, event. 
mit verschiedenen Verdünnungsgraden de« Serums (ohne Karbolzueatx). 



Injektionen 
18. III. 



Blutentnahmen : 



2. IV. 

8. » 
17. » 
2«. » 



2. IV. 

0. . 
17. » 
26. » 



Kan. III nach der 1. Injektion Vollserum. 



27. III. 



1 ccin Serum - - - ., 




•V» A. K. 



2,0 » 



1,1 • 




Quotienten: 
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27.111. Kan. V. nach der 1. Injektion. 
100 

1 ccm Serum = - = 333 A.-E. 

0,-> Quotienten: 

. . ZI = £= » . ..^ 76 =M» 

Kan. V. nach der 2. Injektion (ausnahmsweise 12 Tage danach). 

a) 1 ccm Serum — ^ r = 2501) A.-E. 

u,4 Quotienten: 

1 7 t ,00 ° ir.v , 2500—1832 Ä 
1 ' Z " 1 = 0.6 ~ 16 »■ 2500 ~ °* 

i . , II = » = 1438 . , '~ - 0,03. 

b) Serum 10 fach verdünnt. 

1 ccm Serum verd. = 250 A.-E. Quotienten: 

« • *. — ■ l :.-m. 

' • z " = « ' »■ ^-=«* 

2. IV. 07. Kan. I n a c h d e r 2. I n j e k t i o n. Serum 10 fach verdünnt. 

1 ccm Serum = ~ = 66,6 A.-E. 

0.15 Quotienten: 

I . Z. I = ^ = 10,0 . I. ??*=ü = 0.8» 

1 ' 1 11 = k - 2fl • ■ ,0 7o 2,2 = °' 18 

8. IV T . Kan. II nach der 3. Injektion. 

a) Serum 5 fach verdünnt. 

1 ccm Serum verd. = 1000 A.-E. Quotienten: 

1 ' Z I «» • 'Tooo' " - »•« 

. . * .« = £ = . , = 0.«. 

b) Serum 50 fach verdünnt. 

1 ccm Serum verd. = 100 A.-E. Q uotienten: 

1 ' 21 'S-» ' 1 ^ ^ 

1 . Z. II = * = 10 . 2. = 0,5«. 

c) Serum 500 fach verdünnt. 

1 ccm Serum verd. = 10 A. E. Quotienten: 

1 ' - -8= • 

1 » Z. II = 0 (unsicher) 2. ^jj- = 1,0 (unsicher). 
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1 ccm Z. I = 

i « z. n 



17 IV. Kan. III nach <ler 4. In jektion. 
h) 1 ccm Serum lüfach verd. -■- 200 A. K. Quotienten: 

10 ...... , 200-7 3,2 

0,15 = hh> * L ~~20Ö 
10 s 66,6—11 

1,0 10 ' * -66^- = °' Ä 
1») 1 ccm Serum lOOfach verd. = 20 A. K. 

1 » Z. I -~ 0 Quotient: 1,0. 

c) 20 fach verdünnt = 100 A. K. Quotienten: 



1 ccm Z. I ^ ~ 10 

1 ' 211 o\ 2 



2. ^- - 0,7, 



26. IV. Kan. IV nach der 5. Injektion, 
a Serum lOfach verd. 25O0Ü A. K. Quotienten: 



1 ccm Z I 
1 » 



1000 
0,4 



7 Ii 1000 
Z 11 - 0,5 

bi 1 ccm Serum 100 fach 

100 

0,6 

100 

1,1 

c) 1 ccm Serum 400 f. 



1 » Z I — 
1 » Z. II = 



1 

0,5 

(l 1 ccm Summ 1200 f. 

1 

0,6 



1 



Z II = 



Z I = 



Z. II = 



1,1 



™ 2500 , 1 

20(10 . 2. 
2500 A. K. 

= 166 » 1. 

= W » 2. 

= 625 A. K. 

= 12,5 . 1. 

= 2 , 2. 

= 208 A. K. 

aas 1,6 » 1. 

= 0,9 (unsich. 2. 



25000 -2750 

" 2500 
2500-2200 
2500 
Quotienten : 
2500—182 

2500 

166-108 



= 0,81» 
0,12. 



= 0,!« 
= 0,84. 



lfiti 

Quotienten : 
625—14 



= 0,97 



12,5-2,2 



Quotienten: 

- ,08 " 1 > T 0,09 
208 

= (0,97). 



e) 1 ccm Serum 10 000 f. = 25 A.-K. 



1,6 

Quotient: 



1 . ZI 


1 

~~ 0,6 






I. Quotienten der ersten Absorption. 


Zahl der 


Zahl d. 


er dargebotenen Agglutinineinheiten 


Injektion 




K» 100 1 KU -l'H'PO 1000 10 00ttjlO<K>>— lOOOtMl 


1 


0,33 


- 0,17 - - 






_ 0.45 0,26 




OHK 


0.13 o,15 - - 


1 


1.0 


0,89 0,63 


5 




0,08 0,02 0,80 
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II. Quotienten der zweiten Absorption. 

Zahl der Zahl (,er «'»ns^otenen Apulutinineinheiten 
Injektion i ■ 10 -110 v») - 101K» luou ■ imtuo 

1 0,1 - 0,15 - 

2 - 0,42 - 0,03 

3 - 0,56 0,25 - 

4 0,78 0,83 - - 

5 — 0,82 0,34 0,12 

Betrachtet man nun die Übersichtstabelle I, welche die 
Quotienten der ersten Absorption enthält, so springt sofort die 
Tatsache in die Augen, dafs sämtliche vertikalen Stäbe, 
von oben nach unten gelosen, eine beträchtliche Zu- 
nahme der Absorptionsquotienten erkennen lassen. So 
wachsen dieselben /. B. in der dritten Vertikalreihe, welche einer 
Menge von 100 — 1000 dargebotenen Agglutinineinheiten ent- 
spricht, von 0,17 allmählich im Verlaufe von 5 Injektionen bis 
auf 0,98 an. Das bedeutet aber nichts andres, als da Ts die 
Affinität der Agglutinine zu den Bakterienleibern im 
Verlauf der Immunisierung ganz erheblich zugenommen 
hat. Wie beträchtlich die Affinitätssteigerung ist, geht vielleicht 
noch deutlicher hervor, wenn man sich vergegenwärtigt, dafs 
nach der ersten Bakterieneinspritzung von etwa 10 dargebotenen 
Agglutinineinheiten nur , /s> a l so etwa 3 Einheiten, absorbiort 
wurden, nach der 5. Injektion dagegen von 10000—100000 Ein- 
heiten 9 / 10 gebunden würden. 

Eine ähnliche, deutlich ausgeprägte Erhöhung der W T erte 
mit der Anzahl der Bakterieninjektionen findet sich auch bei 
den in Tab. II verzeichneten Quotienten der zweiten Absorption. 

Diese eben festgestellte Tatsache, dafs im Verlaufe der Im- 
munisierung eine bedeutende Aviditätssteigerung der produzierten 
Antikörper eintritt, oder, richtiger ausgedrückt, dafs im Verlaufe 
der Immunisierung desto avidere Immunkörper gebildet werden, 
je länger die Vorbehandlung fortgesetzt wird, ist nun, wie leicht 
einzusehen, von nicht geringer Bedeutung. Denn es geht daraus 
hervor, dafs zwei Sera oder Serumgemische bei gleichem Ge- 
halt an Antikörpern und unter sonst gleichen Verhält- 
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nissen dennoch sehr verschiedene Eigenschaften be- 
sitzen können, je nach der Dauer der immunisato- 
rischen Behandlung, durch welche sie erzeugt wurden. 
Hier müssen wir nun einiger Tatsachen gedenken, welche in 
den letzten Jahren bekannt geworden sind, und zweifellos in 
aufserordentlich naher Verwandtschaft zu den von uns beobachteten 
Phänomenen stehen. 

Kraus 1 ) hat nämlich die interessante Beobachtung gemacht, 
dufs im Serum von normalen Ziegen und Pferden ein Antitoxin 
gegen das Gift des Vibrio Naskin enthalten ist, welches das 
letztere jedoch nicht sofort zu neutralisieren vermag, 
sondern erst nach längerem Kontakt, während ein durch 
entsprechende Vorbehandlung mit dem Vibriotoxin er- 
haltenes Immunserum seine Schutzwirkung momentan 
entfaltet. Mit Recht hat Kraus hieraus gefolgert, dafs das 
normale Antitoxin sich in seiner A vidität zu dem Gifte 
von dem Immuuantitoxin unterscheiden mufs, und hat 
sogar die auffallende Tatsache gefunden, dafs in manchen 
Fällen bei der Immunisierung nur eine qualitative 
Änderung des normalen Antitoxins einzutreten scheint 
— eben die Aviditätssteigerung — während eine vermehrte 
Produktion desselben nicht zu beobachten war. In 
anderen Fällen, die sich auf gewisse Antihämolysine bezogen, konnte 
Kraus allerdings keinen derartigen Unterschied zwischen der 
Neutralisierungsdauer bei den Normal- und Immunantikörpern 
finden, so dafs also seine eben erwähnte Beobachtung zunächst 
vereinzelt dastand. 

An der Hand einer ganz anderen Versuchsanorduung haben 
dann Landsteiner und Reich'-) Affinitätsunterschiede zwischen 
den Normalseren und Immunseren nachzuweisen gesucht. Diese 
Forscher brachten nämlich rote Blutkörperchen einerseits mit 
normalen, anderseits mit immunisatorisch erzeugten Agglutininen 
zusammen, isolierten darauf, nach längerer Einwirkung, die 
Erythrozyten mit Hilfe der Zentrifuge, und digerierten dieselben 

1) Zentralbl. f Bakt., Bd. XXXIV 

•2) Zentndbl. f. Bakt., Bd. XXXIX, 1903, 
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dann durch 15 Minuten bei 4ö° mit physiologischer Kochsalz- 
lösung. Dabei wurde ein Teil der gebundenen Agglutinine 
wieder in Freiheit gesetzt, und zwar, wie sich herausstellte, 
stets bedeutend mehr von den durch Normalseruni 
agglutinierten Blutkörperchen, als von den mit Immun- 
serum beschickten. Die Immuuagglutinine hatten 
somit weit festere, schwerer, spaltbare Verbindungen 
mit den Erythrozyten gebildet als die Normalen, eine 
Tatsache, die wieder auf eine Steigerung der Aviditäten durch 
den Immunisierungsprozefs hinweist. 

Landsteiner und Reich folgerten aus diesen ihren Beo- 
bachtungen, dafs die Ehrlichsche Annahme, nach welcher die 
bei der Immunisierung neugebildeten Substanzen in naher Be- 
ziehung zu den schon im normalen Blutserum vorhandenen Anti- 
körpern stehen, nicht mehr als vollkommen zu Recht bestehend 
angesehen werden könne, und vermuten, dafs die Abweichungen 
sich am wahrscheinlichsten dadurch erklären dürften, dafs die 
Tätigkeit der Zellen, welche die normalen Serumstoffe produzieren, 
infolge der Immunisierungsreize alteriert werde und somit anders 
beschaffene Produkte liefere. Vielleicht kämen auch bei der 
künstlichen Immunisierung andere Gewebsarten in Betracht, als 
bei der Produktion der normalen SerumstotTe. 

Gewifs wird man die Berechtigung dieser Schlufsfolgerungen 
von Landsteiner und Reich insofern anerkennen müssen, 
als die zweifellos nachgewiesenen Affinitätsunterschiede zwischen 
den normalen und immunisatorischen Serumstoffen auch ent- 
sprechende Unterschiede in deren chemischem Aufbau notwendig 
voraussetzen. Da jedoch, wie unsere Untersuchungen gelehrt 
haben, auch im Verlauf der Immunisierung selbst 
noch eine kontinuierliche Steigerung der Affini- 
täten eintritt, also fortwährend etwas anders kon- 
stituierte Antikörper produziert werden, so ist klar, 
dafs dem Affinitätsunterschiede gegenüber den nor- 
malen Serumstoffen nicht mehr jene prinzipielle Be- 
deutung beigelegt werden kann, wie Landsteiner und 
Reich wollen, und dafs der Ehrlichschen Auffassung 



HO Avi.litfttBstudien an Hämolysinen und Agglntininen. 



nichts im Wege steht, welche heide Arten von Im- 
munkörpern in innigen genetischen Zusammenhang 
miteinander hringt. Nur darf man hierbei nicht an 
der Vorstellung einer absoluten Identität der nor- 
malen und der in den verschiedenen Stadien der 
Immunisierung gebildeten Serumstoffe festhalten, 
sondern mufs dieselben als Produkt einer und der- 
selben, durch die verschiedensten Einwirkungen 
modifizierbaren Zellenfunktion auffassen, die durch 
einseitige Inanspruchnahme eben eine Speziali- 
sierung bzw. qualitative und q u a n ti ta t i ve S t eiger u n g 
erfährt. 

Im Gegensatz zu den bisher zitierten Arbeiten, welche sich 
mit den Unterschieden von Normalserum und Immunserum be- 
schäftigen, bringt eine weitere Publikation von Krauls und 
Doerr 1 ) ein vollkommenes Analogon zu unseren eigenen Be- 
funden, d.h., den Nachweis einer Steigerung der Re- 
aktionsgeschwindigkeit des Dysenterieantitoxins 
im Verlaufe der Im munisierung. Es zeigte sich nämlich 
bei der systematischen Prüfung des Serums von Ziegen, welche 
mit dem Toxin des Ruhrbazillus behandelt wurden, dafs nicht 
nur dessen Antitoxingehalt allmählich anstieg, sondern dafs gleich- 
zeitig auch die Geschwindigkeit des Neutralisierungsvorganges 
zwischen Gift und Gegengift zunahm, indem das Serum nach 
den ersten Aderlässen nur in vitro entgiftend wirkte, bei gleich- 
zeitiger getrennter intravenöser Injektion dagegen nicht im 
stände war, Kaninchen vor der Wirkung des Dysenteriotoxins 
zu schützen, während später bei gleichzeitiger Applikation deut- 
liche Schutzwirkung erzielt wurde. Zunächst war aber auch 
hier ein II eil versuch noch von negativem Erfolge begleitet, 
und erst nach weiter fortgesetzter Immunisierung stieg die Re- 
aktionsgeschwindigkeit des Antitoxins so sehr an, dafs auch 
kurative Injektionen noch ein günstiges Resultat ergaben. 

Mit Recht machen Kraus und Doerr auf die grofse praktische 
Wichtigkeit ihres Befundes aufmerksam und stellen die Forderung 

l) Wiener klin. WochonBchr., lyOü. 
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auf, dafs bei therapeutisch angewendeten Seren nicht nur deren 
Antitoxingehalt, sondern auch die Reaktionsgeschwindigkeit im 
Tierversuche zu prüfen sei, von welcher ja der kurative Effekt 
wesentlich mit abhängig erscheint. 

Hält man nun alle diese Beobachtungen mit unseren eigenen 
Versuchsergebnissen zusammen, welche auf ganz anderem Wege, 
mit vollkommen anderer Methodik und an einer ganz anderen 
Art von Antikörpern gewonnen wurden, so findet man eine 
vollkommene Übereinstimmung, und man wird daher wohl be- 
rechtigt sein, diese Befunde zu verallgemeinern, und als Fazit 
unserer Untersuchungen die folgenden Sätze aufzustellen: 

1. Im Verlauf der Immunisierung findet eine all- 
mähliche A vidi tätss teiger ung der produzierte n 
Antikörper statt, welche sich, je nach der 
Natur dersel ben bzw. nach der Art der Prüf ung 
entweder in einer Steigerung der Reaktions- 
geschwindigkeit mit dem betreffenden Antigen 
äufsert, oder aber in einer vermehrten Bin- 
dungs- oder Absorptionskraft für das letztere, 
wobei demgemäfs die Werte der Absorptions- 
quotienten sich immer mehr der Einheit 
n ähern. 

2. Diese allmähliche Aviditäts steig er ung, bzw.die 
Produktion von Antikörpern mit immer zu- 
nehmender Avidität hat zur notwendigen 
Folge, dafs in dem Serum stets gleichzeitig 
Substanzen von höchst verschiedenem Affini- 
tätsgrade vorhanden sind (bzw. sein können); 
nämlich neben älteren, aus der ersten Periode 
der Immunisierung stammenden und daher 
noch wenig aviden auch jüngere, mit hoher 
Avidität begabte Antikörper. 

3. Infolgedessen werden bei einem Zusatz von 
Antigen zu einem solchen Serum zunächst die 
a v id este n Fra ktion e n der Antik ör porgebunden 
und mit Beschlag belegt werden, während die 
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weniger aziden im freien Zustand zurück- 
bleiben. Wird dann der Absorption? versuch 
unter erneutem Zusatz von Antigen wieder- 
holt, so äufsert sich die geringere Av i ditä- 
der zurückgebliebenen Antikörper in einer 
relati veu oder absoluten, oft sehr beträcht- 
lichen Abnahme der Absorptionsquotienten. 
Ich möchte mir vorbehalten, den weiteren Verlauf der Anti- 
körperproduktion bei noch länger fortgesetzter Immunisierung 
mit Rücksicht auf die Aviditätsverhältnisse noch eingehender 
zu verfolgen. Denn es wäre nicht undenkbar, dafs schliefslich, 
wenn einmal das Aviditätsmaximum erreicht ist, das der tierische 
Organismus bei seinen Antikörpern zu erzielen vermag, ein- 
heitlichere Aviditätsverhältnisse in dem betreffent 
den Serum Platz greifen könnten, indem die älteren, 
noch wenig aviden Substanzen allmählich aus dem- 
selben verschwinden, und nur solche von maximaler 
Avidität in demselben zurückbleiben würden. Aller- 
dings müfste man andererseits wieder mit der von Kraus kon- 
statierten Tatsache rechnen, dafs ebenso wie in vitro, so auch 
in vivo eine allmähliche Abschwächung der Aviditäten stattfindet, 
welche wieder geeignet wäre, Affinitätsunterschiede bei den Anti- 
körpern des Serums hervorzurufen. 

Ebenso soll auch das Verhalten der Antikörperproduktion 
bei solchen Versuchstieron, welche hochimmunisiert worden waren, 
aber infolge einer längeren Pause in der Behandlung keine Im- 
munsubstanzen mehr in ihrem Serum führen, Gegenstand be- 
sonderer Untersuchungen sein, indem es von Interesse sein 
dürfte, zu erfahren, ob in solchem Falle zunächst wieder Anti- 
körper von geringer Avidität gebildet werden, oder ob der Or- 
ganismus auf eine erneute Einspritzung von Antigen nun sofort 
mit der Produktion von Substanzen maximaler Avidität reagiert. 
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Über die Verwertbarkeit der Komplementablenkungs- 
methode für die Differenzierung von Mikroorganismen, 
nebst Bemerkungen Ober den Zusammenhang dieses 
Phänomens mit der Agglutinations- bzw. Priizipitations- 

reaktion. 

Von 

Privatdozent Dr. Franz Ballner und Dr. Hans Reibmayr 

k u. k. Keifiim-utwirzt Assistent -leg iMtltut*. 

Aus dem Hygienischen Institute der k. k. Universität in Innsbruck, 
Vorstand: l'rof. A. I.ode.) 

A. LiteraturUbersicht. 

Das B or det - Gen go u sehe Phänomen der Komplement- 
ablenkung hat in der letzten Zeit das Interesse der bakteriolo- 
gischen Forscher in hohem Mafse in Anspruch genommen. 
Man benutzte diese scheinbar so feine biologische Reaktion einer- 
seits zur Erkennung von spezifischen Bakterienstoffen und ihren 
Keaktionsprodukten im Tierkörper, anderseits zur Differenzierung 
von Eiweifskörpem überhaupt, wodurch der forensischen Medi- 
zin für den Nachweis spezifischer Blutarten, der vergleichenden 
Zoologie für die Aufklärung der natürlichen Verwandtschaftsver- 
hältnisse der Tierspezies ein dankbares Feld sich zu eröffnen scheint. 

Wassermann und seine Mitarbeiter haben das Verfahren 
der Komplementbiudung speziell für klinische Zwecke als diag- 
nostischen Behelf empfohlen, wobei sie behaupten, dafs auch Er- 
krankungen, bei denen man den Erreger bisher nicht kultivieren 
konnte, der Serodiagnostik zugänglich geworden sein sollen 1 , -, 3 , 4 ). 

1) Wassermann u. Bruck, med. Klinik 1905, Nr. 56. 

2) Wassermann, Neisser u. Bruck, Deutsche med. Wochen- 
schrift 1906, Nr. 19, 8. 745. 

3) Neisser, Bruck u. Sch uch t , Deutsche med. WochenHchrift 190(1, 
Nr. 48, S. 1937. 

4) Wassermann, Neisser, Bruck u. ßchucht, Zeitschrift für 
Hygiene und Infektionskrankheiten, Bd. 55, S. 451. 

Anl.iv fur Hy«..!.... It.l l.XIV « 
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Namentlich soll es nach diesem Verfahren gelungen sein, im 
Serum von mit syphilitischem Material vorbehandelten Affen 
spezifische Antikörper gegen luetische Substanzen und sodann 
mit Hilfe dieser Immunsera in syphilitischen Produkten spezifische 
Luesstoffe nachzuweisen. Diese positiven Befunde wurden in 
neuerer Zeit auch von Marie und Levaditi 1 ) bestätigt. 

In weiterer Verfolgung der Untersuchungen über die Sera- 
diagnostik der Lues haben Wassermann und Plaut 2 ) auf 
das Vorhandensein von syphilitischen und antisyphilitischen 
Stoffen in der Zerebrospinalflüssigkeit von Paralytikern aufmerk- 
sam gemacht und hierdurch durch eine biologische Reaktion den 
direkten kausalen Zusammenhang zwischen Paralyse und 
Lues wahrscheinlich gemacht. Über ähnliche Befunde berichton 
auch Morgenroth und Stert z 3 ), während Schütze 4 ) nach 
der gleichen Versuchsmethodik in der Lumbal flüssigkeit von 
Tabikern syphilitische Antistoffe auffinden konnte. 

Unsere Versuche hatten zunächst die Verwertbarkeit des 
Phänomens der Komplomentablenkung für die Differenzierung 
der Kapselbazillen, ferner der Vertreter der Typhus- und Cho- 
leragruppe zum Gegenstande. Weiters interessierte uns die 
Frage, ob sich zwischen Komplementablenkung und Aggluti- 
nationsreaktion Beziehungen nachweisen lassen. 

Aus der Fülle der Literatur über Komplementablenkung 
heben wir nur die wichtigsten Daten über Differentialdiagnose 
von Mikrobien mittels dieses Verfahrens hervor. 

So war Dopter 6 ) bestrebt, mit Hilfe dieser Reaktion bio- 
logische Differenzen zwischen den verschiedenen Dysenterie- 
stämmen herauszufinden. Die Resultate seiner Untersuchungen 
lassen sich dahin zusammenfassen, dafs die sowohl in dem 
Serum von Tieren, die mit Dysenteriebazillen immunisiert wur- 
den, als auch in Krankenseris vorhandene >substance sen- 

1) Marie u. Levaditi, Annales de l'Institut Paatear 1907, Bd. 2t, Nr. 2. 

2) Wassermann u. Flaut, Deutsche med. WochenBcbr. 1906, S. 1769. 

3) Morgenroth u. Stert z, Virch. Arch., Bd. CLXXXVII1 1907, Nr 1. 
4; Schatze, Berliner klinische Wochenschrift 1907, S. 126 

T») Dopter, Annalea de l'lnstitut Paateur Nr. 12, 1906, S. 763. 
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sibilisatrice« in derselben Höhe sowohl für den Shiga- 
wie für den Flexnertypus spezifisch ist, weshalb Dopt er 
im Gegensatz zu vielen deutschen Autoren der Ansicht zuneigt, 
dafs die verschiedenen Dysenteriestämme Rassen eines und des- 
selben spezifischen Keimes darstellen. Rieux et Sacquöpöe 1 ) 
prüften die Wirkung von Typhus- und Paratyphusimmunseris 
mit den entsprechenden Mikrobienstämmen auf Bindung des 
Komplementes und fanden die Sensibilisatoren des Typhus- 
bazillu8 strenger spezifisch als die des Paratyphus und die des 
Paratyphus A wieder mehr spezifisch als die des Typhus Ii. 
Schwache Paratyphussera sind strenger spezifisch als die starken, 
denn hochwertige Sera zeigen häufig »Nebensensibilisatrices 
Aus diesen Resultaten ergibt sich, dafs sich durch das Ver- 
fahren derKoraplementablenkung deutliche Unterschiede zwischen 
Typhus- und Paratyphusbazilleu herausfinden lassen. 

Die Methode der Kouiplementablenkung wurde in weiterer 
Folge auch dazu verwendet, am die Beziehungen zu studieren, 
die zwischen den verschiedenen säurefesten Bazillen existieren. 
Bord et und Gengou "-) zeigten im Jahre 1903, dafs man 
durch die Behandlung von Meerschweinchen mit dem Bazillus 
der Vogeltuberkulose eine sensibilisierende Substanz erzeugen 
könne, deren Wirksamkeit sich ebenso auf die Bazillen der 
menschlichen Tuberkulose wie auf die der Vogeltuberkulose er- 
streckt, so dafs es auf diesem Wege nicht gelingt, diese beiden 
Rassen voneinander zu unterscheiden. In Ergänzung dieser 
Versuche teilt Gengou 5 ) in einer späteren Abhandlung mit, 
dafs sich bei der Behandlung von Meerschweinchen mit säure- 
festen Bazillen der verschiedensten Art — saprophy tischen und 
für Kalt- und Warmblütler pathogenen — Antikörper bilden, 
die nicht allein gegen die homologen Mikrobien aktiv sind, 
sondern auch noch gegen andere säurefeste Bazillen, ins- 

1) Rieur et Sacquepee, Sociötö de Biologie 1905, p. 532, xit. 
nach Fol haematologica 1906, 8. 273. 

2) Bordet et Gengou, Comptes rendus de l'Acad^mie des Sciences 
de Paris 1903, dt, nach bygien. Rundschau 1905, S. 252. 

3) Gengou, Berliner klinische Wochenschrift Nr. 18, 1906, S 1531 
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besondere gegen die Menschen-, Kinder- und Hühnertuberkulose- 
bazillen. 

Weitere Differenzierungsversuche mit Hilfe des Phänomens 
der Komplementablenkung wurden unternommen von Berta- 
relli 1 ) für die Gruppe der Kapselbazillon , von Mar kl-) und 
Schütze 3 ) für die Differenzierung der echten Cholera von 
choleraähnlichen Vibrioneu, sowie von Leuchs 4 ) zur Unter- 
scheidung des Typhus von Paratyphus. Auf die Resultate 
dieser letztgenannten Autoren wird erst au den betreffenden 
Stellen unserer eigenen Untersuchungen näher eingegangen 
werden. Hier sollen der Vollständigkeit halber noch die Ver- 
suche erwähnt werden, die eine Differenzierung verschiedener 
Kokkenarten durch das Kompleraentbindungsverfahren zu or- 
reichen beabsichtigten. Nach Vannod 8 ) erwies sich bei Gono- 
kokken- und Meningokokkenseris dieses Verfahren für diagno- 
stische Zwecke der Agglutination anscheinend überlegen, weil 
im Gonokokkenserum, welches Meningokokken agglutinierte, keine 
Sensibilisatoren für die Kokken von Weichselbaum-Jäger 
und umgekehrt im Meningokokkenserum keine Antikörper für 
die Gonokokken vorhanden waren. Eysbroek 6 ) dagegen be- 
obachtete, dafs alle Streptokokken, gleichgültig von welcher Her- 
kunft, mit Antistreptokokkenserum gemischt, eine bedeutende 
Komplementbindung zeigten. Die im Antistreptokokkenserum 
anwesenden Sensibilisatoren waren also nicht nur für die zur 
Immunisierung verwendete Streptokokkeuart spezifisch, sondern 
sie zeigten sich auch für andere Arten wirksam. Eysbroek 
zog aus diesen Ergebnissen den verallgemeinernden Schlüte, 
dafs man mittels der Methode nach Bord et et Gengou 
nicht imstande sei, nahe verwandte Mikroorganismen, welche 

1) Bertarelli, Zentralblatt für Bakteriologie, Ref. Bd. 37, S. 338. 

2) Markl, Zentralblatt für Bakteriologie, Orig. Bd. 42, 8. 380. 

3) Schütze, Berliner klinische Wochenschrift Nr. 26, 1907, 8. 800. 

4) Lencha, Berliner klinische Wochenschrift Nr. 3 u. 4, 1907. 
f>; Vannod, Deutsche med. Wochenschrift Nr. 49, 1906, 8. 1984. 

6) Eysbroek, Verslagen van de konniklike Akademie van Weten- 
schoppen te Amsterdam 1906, »it. nach Fol. haematolog. 4. Jahrg. 1907, 
Nr. 3, S. 408. 
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man auf anderm Wege schwer differenzieren kann, voneinander 
zu trennen. Auch eine Differenzierung verschiedener Hefearten, 
welche durch die Prözipitinreaktion nicht voneinander unter- 
schieden werden konnten, ist Schütze') durch das Verfahren 
der Komplementfixation nicht gelungen. 

Ein besonderes Interesse verdienen noch die Versuche von 
Westenhöffer 2 ), der das Verfahren der Komplementbindung 
dazu benutzte, um festzustellen, ob auf biologischem Wege eine 
Beziehung des Carcinoms zur Urzelle nachweisbar sei. Nach 
Schütze, der die entsprechenden Versuche durchführte, ergab 
aber die Reaktion keine Anhaltspunkte über die Kntsteliungs- 
Ursache des Carcinoms. Dagegen soll es nach Bruck 3 ) mit 
dieser Methode gelingen, die einzelnen Affenarten nach ihrer 
Stellung im System und ihrem Verhältnis zum Menschen biologisch 
zu differenzieren, ferner Angehörige der mongolischen und 
malayischen Rasse biologisch voneinander zu unterscheiden. 

B. Differenzierungsversuche in der Gruppe der Kapselbazillen. 4 ) 

Die Kapselbazillen bilden eine Gruppe von Mikroorganismen, 
bei welchen trotz der Verfeinerung unserer bakteriologischen 
Technik'dio Versuche zur Trennung der einzelnen Arten sowohl 
untereinander wie auch gegenüber anderen Bakteriengruppen 
nicht von demselben günstigen Erfolge begleitet waren, als bei 
anderen wichtigeren pathogenen Mikroorganismenarten (Vibrio- 
nen, Typhusgruppe usw.). Man war ursprünglich bestrebt, die 
einzelnen Arten, namentlich mit Rücksicht auf die ihnen zu- 
kommende ätiologische Rolle, zu trennen, oder sie auf Grund 
von geringfügigen morphologischen und biologischen Unter- 
schieden als verschiedene Spezies zu .sondern. Ein anderer Teil 
der Untersucher wiederum vertrat die Ansicht, dafs die Kapsel- 

1) 8ch ütie, a. a. O. 

2) Weatenhöffer, Berliner kliu. Wochenwchr., Nr. 19, 1907, S. 593. 

3) Bruck, dieselbe Zeitschrift Nr. 26, 1907, S. 793. 

4) Ein Teil der einschlägigen Untersuchungen wurde bereits in einer 
früher erschienenen Abhandlung mitgeteilt. (Ball n er und Reibuiayr, 
Münchener med. Wochenschrift, 1907, Nr. 13.) 



Digitized by Google 



Hg Über die Verwertbarkeit der Komplenientablenkungsmethode etc. 

bazillen untereinander überhaupt nicht artverschieden seien, 
sondern nur Varietäten einer und derselben Spezies darstellen. 

Da die gewöhnlichen differential diagnostischen Momente 
wie kulturelles Verhalten, Tierpathogenität, chemisch biologische 
Eigenschaften keine verlafslichen Unterscheidungsmerkmale ab- 
gegeben hatten, erwartete man sich bessere Erfolge von der Er- 
forschung der Immunitatsreaktionen, insbesondere der Aggluti- 
nationsreaktion. Doch die Bemühungen von Fasching, 
Pfeiffer, Löwenberg, Abel, Wilde, Landsteiner 
und einer Reihe anderer Forscher, die sich mit dem Studium 
der Antikörper des Serums der mit Kapselbazillen immunisierten 
Tiere befafsten, zeitigten wenig ermutigende Resultate. 

In großem Maßstäbe versuchte Clairmont 1 ) mit Hilfe 
der Seradiagnostik eine Differenzierung der einzelnen Arten der 
Kapselbazillen herbeizuführen, aber auch bei diesen äufserst 
sorgfaltigen und umfassenden Untersuchungen konnte weder durch 
die Agglutination noch durch die Bestimmung der Schutz- 
wirkung des Immunserums das angestrebte Ziel erreicht werden. 

Auch Bertarelli-) hat sehr eingehende Prüfungen zur 
Erzielung einer Systematik der Kapselbazillen auf Grund der 
Immunitätsreaktionen vorgenommen. Wenn auch, wie sich 
dabei herausstellte, die Agglutinatiousfähigkeit eines Serums ge- 
wöhnlich gegenüber dem zur Immunisierung verwendeten 
Stamm stärker zutage trat, so wurden doch auch andere Stämme 
von den geprüften Seris mehr oder weniger beeinflufst. Der 
genannte Autor konnte außerdem die Wahrnehmung machen, 
dafs sich in den durch Immunisierung mit Kapselbazillen ge- 
wonnenen Seris nach dem Verfahren von Bor de t und Gen- 
gou Antikörper vorfinden, und dafs diese Sensibilisatoren zwar 
für den zur Immunisierung verwendeten Stamm zahlreicher sind, 
dafs sie aber auch mehreren Keimen gemeinsam sind. 

Dafs Antikörper bei der Immunisierung mit Kapselbazillen 
gebildet werden, steht wohl nach den Berichten über positive 

1) Ülairmont, Zeitwehr. f. Hyg. u. Infektionskrankheiten, 1902, Bd. 39, 
S. 1 1 dortselbwt auch ausf uhrlicher Literatur (ilicr die Differenzierungsversuche 
hei Kapselbazillen. 

2) Bertarelli, Zentralblatt für Bakteriologie, Bd. 37, Ref. 1906, S. 338. 
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Agglutinationsversuche aufser Zweifel. Die Ursache aber, 
warum sich diese Antikörper in den meisten Fällen dem Nach- 
weise durch die Agglutinationsreaktion entziehen, liegt aus- 
schliefslich in der Inagglutinabilität der Bukterienstämme als 
solchen. Daher bedeutet in dieser Frage die Arbeit von Por- 
ges 1 } einen Schritt nach vorwärts, der auf Grund der Erwä- 
gung, dafs bei den schwer agglutinablen Kapselbazillen die 
Schleimhüllen für dieses Verhalten verantwortlich zu machen 
seien, durch Entfernung der Schleimhüllen die Agglutinabilität 
zu erhöhen suchte. Nach der Methode von Porges hat nun 
Streit 3 ) versucht, diagnostische Unterscheidungsmerkmale 
zwischen Sklerom- und Friedländerbazillen herauszufinden. Bei 
der Durchführung aber ergaben sich insofern Schwierigkeiten, als 
auch die Methode von Porges durchaus nicht auf alle Stämme 
so gleichmäfsig einwirkte, wie es für die Zwecke einer diffe- 
rential-diagnostischen Untersuchung erforderlich gewesen wäre. 

Demgegenüber aber berichten v. Eisler und Porges *) 
über die Möglichkeit einer Differenzierung von Kapselbazillen 
mit Hilfe agglutinierender und präzipitierender Sera, indem sich 
nach Beseitigung der Inagglutinabilität der Mikroorganismen 
Rhinosklerom- und Friedländerbazillen auf Grund der speziti- 
schen Agglutinationsreaktion deutlich voneinander scheiden 
Uelsen. Auch die Präzipitationsreaktion ergab eine deutliche 
Verschiedenheit von Bacillus Friedländer, Bacillus rhinosklero- 
matis und Bacillus ozaenae. Diese letztgenannten Angaben 
sind eigentlich die einzigen, die sich für die Möglichkeit einer 
Differenzierung der Kapselbazillen aussprechen. 

Da vereinzelte Angaben über positive Ergebnisse nach der 
Bordet-Gengo u sehen Methode bei inagglutiuablen Mikrobien- 
arten vorlagen (Diphtherie, Anthrax), lag es nahe, dieselbe auch 
für die Differentialdiaguose der Kapselbazillen zu verwenden. 

Die Versuche Bertarellis waren uns ursprünglich noch 
nicht bekannt und überdies lag es in unserem Plane, als 

1) Porges, Wiener klinische Wochenschrift, 1906. Nr. 26. 

2) Streit, Zentralbl. f. Bakteriologie, 1906. Orig Bd. 40, S. 709. 

3) v. Eisler u. Porges, Zentralbl. f. Bakter., 1906, Orig.-Bd. 42, Heft? 
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Antigen nicht Vollbakterien zu verwenden, sondern die von 
Wassermann empfohlenen Bakterienextrakte. 

Unserer Versuchstechnik schlofs sich im allgemeinen an 
die von Wassermann und seinen Mitarbeitern geübte Methodik 
an ; nichtsdestoweniger aber dürfte es notwendig sein, die Vor- 
bereitungen zu unseren Versuchen, die sich namentlichauf die 
Gewinnung der Imraunsera uud der Bakterienextrakte beziehen, 
einer kurzen Besprechung zu unterziehen. 

Die für die Untersuchung bestimmten MikrobienstÄmme 
entnahmen wir der Sammlung des Institutes und zwar standen 
uns hierzu folgende Stämme zur Verfügung: 

I 3 Stämme von Bacillus pneumoniae Friedländer (*, Wien, 
München), 

II. 2 Stämme von Bacillus rhinoskleromatis (Ghon, Paltauf), 
III 1 Stamm von Bacillus mucosus, 

IV. 1 Stamm eines Nasenborkenbazillus. 

Die Immunsera lieferten Kaninchen, die durch wiederholte 
Injektionen von abgetöteten Kulturen von Kapselbazillen vor- 
behandelt wurden. Die Einverleibung der Antigene erfolgte 
intravenös und zwar wurden in Zwischenräumen von ca. zehn 
Tagen je 2— 3 ccm einer 24 stündigen Agarkultur, aufge- 
schwemmt in 10 ccm physiologischer Kochsalzlösung, injiziert. 
Die Aufschwemmungen wurden behufs Abtötung durch 1 Stunde im 
Wasserbade auf 60° C erwärmt. Die Tiere, deren Sera zur 
Auswertung gelangten, erhielten im ganzen 3 Injektionen. 

Für die Herstellung von wirksamen Bakterienextrakten 
inufste für die Gruppe der Kapselbazillen ein etwas umständ- 
licherer Weg eingeschlagen werden, da die Möglichkeit nicht aus- 
zusehliersen war, dafs die Schleimhüllen der Bakterien ebenso 
wie für die Agglutination auch für die Abgabe von löslichen 
Bakteriensubstanzen ein Hindernis abgeben. Daher wollten wir 
uns nicht allein auf die Verwendung von Extrakten aus ab- 
getöteten Kulturaufschwemmungen beschränken, sondern wir 
bereiteten uns auch Extrakte aus solchen Bakterien, bei welchen 
nach der Methode von Porges durch Hydrolyse des Proteins 
eine Auflösung der Selileimhüllen stattgefunden hatte. Um zu 
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erfahren, auf welche Weise sich ein wirksamer Extrakt von 
Kapselbazillen erzielen lasse, gelangten in einem Vorversuche 
folgende Extrakte zur Verwendung: 

1. 24 stündige Agarkulturen wurden in physiologischer 
Kochsalzlösung aufgeschwemmt, 1 Stunde auf 60° 0 im 
Wasserbade erwärmt, hierauf mehrere Tage bei 37 0 C 
stellen gelassen, nach dieser Zeit durch 6 Stunden im 
Sehütfelapparat geschüttelt und nachher mit der elektri- 
schen Zentrifuge klar zentrifugiert. 

2. 24 stündige Agarkulturen, aufgeschwemmt in physio- 
logischer Kochsalzlösung, wurden mit V« 11 ÖC1 bei 
80° C angesäuert, nachher neutralisiert und wie sub 1 
weiter behandelt. 

3. 24 stündige Agarkulturen wurden wie sub 2 zur Entfer- 
nung der Kapseln behandelt ; nach der Behandlung wurde 
sofort zentrifugiert und die über dem Bodensatze stehende 
Flüssigkeit als Extrakt in Verwendung genommen. 

4. Der nach der Behandlung sub 3 restierende Bodensatz 
wurde mit steriler physiologischer Kochsalzlösung bis 
zur ursprünglichen Menge der Aufschwemmung ausge- 
füllt und wie sub 1 weiter behandelt. 

Wurden nun diese vier, auf verschiedene Art gewonnenen 
Extrakte mit Immunseris zusammengebracht, so ergaben sich 
die folgenden Resultate, die in Tabelle I verzeichnet sind. Die 
Methodik bei diesen, wie auch den übrigen Versuchen bestand 
darin, dafs abgestufte Mengen des Immunserums mit je 1 ccm 
des an und für sich nicht mehr hemmenden Extraktes versetzt 
wurden ; dazu kam als Komplement normales, frisches Meer- 
schweinchenserum, und zwar zumeist 1 ccm der Verdünnung 
1 : 20. Die Röhrchen kamen nach dem Eintragen der Serum- 
verdünnungen, des Extraktes und des Komplementes durch 
eine Stunde in den Brutschrank bei 37° C, worauf der Zusatz 
des hämolytischen Systems erfolgte. Als letzteres wurden 
wiederholt gewaschene Rinderblutkörperchen und das inakti- 
vierte Serum von Kaninchen benutzt, die mehrmals subkutane 
Injektionen von gewaschenen Rinderblutkörperchen erhalten 
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hatten. Die Proben blieben hierauf 2 Stunden bei 37° C, wur- 
den sodann in einen kalten Raum gestellt und die Resultate 
nach 20 Stunden registriert. 

Die Immunsera wurden zu den Versuchen stets am Vor- 
tage entnommen, nach 15 stündigem Stehen klar zentrifugiert, 
1 Stunde auf 56° C erwärmt und hierauf sofort zum Anlegen 
der Verdünnungen verwendet. 

Tabelle I. 

Bestimmung des Hetntnungstiters bei Einwirkung der auf verschiedene Art 
bereiteten Extrakte Ton Kapselbazillen auf ein Friedlander (•) und Rhino- 

sklerom-Immunserum. 

A. Friedländer (•) Immunseruiu -f Extrakt von Bac. pneumon. Friedlander (•). 

Kerumverdünnungen: 1 : 10, 1 : 20, 1 : 50, 1 : 100, 1 : 200, 1 : 500. 

Friedlander* Friedlander* Serum Friedländer* Serum Friedlander ••Serum 
Serum f Extrakt } Extrakt von Bac -|- Extr. von Fried- -f ausgelaugten 
au« abgetöteten pneum. Friedlander, länder Baz. (Ober- Restbakterien nach 
u. geschüttelten nach Behandlung stehende Flüssig- der Behandlung 

Kulturen (1) nach Porges (2 keit nach Behand- nach Porges (4) 

lung n. Porges (3) 

Bis zur Verdün- Von Verdünnung Von Verdünnung Von Verdünnung 
nung 1 : 500 eine 1 : 200 an komplette l : 10 bis 1 :500 kom- 1 10 bis 1 :500 kom- 
deutlich wahr- 
nehmbare Hern 
muug. 



Lyse. plette Lyse, plette Lyse. 



Ii 



B. Rhinosklerom-Ioimunserum 4~ Extrakte von Rhinoeklerombaxillen. 
Serumverdünnungen : 1 s 10, 1 : 20, 1 : 60, 1 : 100, 1 i 200, 1 i 500. 

' 

Rhinosklerom- Rbinosklerom- Rhinosklerom- Rhinoeklcrom- 
serum -j- Extrakt Berum -)- Extrakt serum Extrakt serum -)- ausgelaug 
aus abgetöteten von Rhinosklerom von Rhinosklerom- ten Restbakterien 
u. geschüttelte« bazillen, behandell baz. (überstehende nach Behandlung 
Rhinosklerom- nach PorgeB 2) Flüssigkeit nach Be- nach Porges (4) 
kolturen (1) handlung nach 

Porges) (3) 

Bis zur Verdün- Bis 1 : 100 deutliche 1 : 10 leichte Hem- 

nung 1:200 Hemmung; von mung; in den 
deutliche Hem- 1 : 200 bis 1 : 500 übrigen Verdün- 
mung komplette Lyse nungen Lyse 

I 



Vonl: 10 bis 1500 
komplette Lyse 
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Aus dieser Tabelle geht unzweideutig hervor, dafs der kräf- 
tigste Ablenkungstiter mit den aus abgetöteten und geschüttelten 
Kulturen erhaltenen Extrakten erreicht wird, während die Ab- 
lenkung mit den nach den drei anderen Arten gewonnenen Ex- 
trakten entweder gar nicht vorhanden ist oder doch weit hinter 
dem erstgenannten Titer zurückbleibt. Für die weiteren V er- 
suche wurden daher immer nur die aus abgetöteten Bakterien 
bereiteten Extrakte verwendet. 

Um alle Fehlerquellen bei der Anstellung der Reaktion 
auszuschliefsen. mufste auf die Tatsache besondere Rücksicht 
genommen werden, dafs die Extrakte allein schon imstande 
sind, Komplement zu adsorbieren. Denn es ist schon seit 
längerer Zeit, namentlich durch die Untersuchungen von 
v. Dungern, Ehrlich und Sachs, Landsteiner und 
Stankovie" und anderen 1 ) bekannt, dafs eiweifshaltige Flüssig- 
keiten, z. B. Zelleuextrakte, durch Komplementadsorption eine 
Hemmung der Hämolyse bewirken. Uhlenhut 2 ) macht be- 
sonders darauf aufmerksam, dafs die praktische Verwertbarkeit 
der Neifser-S achsschen Reaktion für die forensische Blut- 
differenzieruug durch das Komplementablenkungsverfahren des- 
halb auf Schwierigkeiten stöfst, weil eine Reihe von Stoffen, 
wie Schweifs, Haare, Urin, Tuberkulin usw. an sich schon eine 
Ablenkung hervorrufen. Wenn auch solche Verhältnisse für 
die Seradiagnose von Bakterien, wobei nur mit reinem Material 
gearbeitet wird, nicht in Betracht kommen, so ist die Kenntnis 
dieser Tatsachen doch wichtig, weil damit ein Fingerzeig gegeben 
wird, wie leicht Irrtümer in der Deutung der Reaktion unter- 
laufen können. 

Die Adsorption des Komplementes durch Tuberkulin ver- 
anlafste Weil uud Nakajama 3 ) zu dem Urteile, dafs Was- 
sermann und Bruck durch ihre Versuchsanordnung nicht 
Antituberkulin nachgewiesen haben, dafs es sich also bei ihren 

1) Die einschlägige Literatur Hiehe Landnte i ner und Stankovic, 
Zentralbl. für Bakteriologie, Bd. 42, Orig., 1906, S. 353. 

2) Uhlenhut, Deutsche med. Wochenschrift, 1906, S. 1244. 

3) Weil und Nakayama, Münch, med. Wochenschr., 1906, Nr. 21. 
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Versuchen nicht um einen spezifischen Bindungsvorgang ge- 
handelt hat, sondern dafs sich unterhemmende Dosen von 
Tuberkulin mit unterhemmenden Dosen von tuberkulösen Or- 
ganextrakten zu hemmenden summiert haben. Au anderer 
Stelle hat aber Wassermann mit seinen Mitarbeitern 1 ) die 
Unhaltbarkeit dieser Deutung in eigens darauf gerichteten Ver- 
suchen darzutun versucht. 

Die Fähigkeit der Komplementbindung nun kommt den 
Bakterienextrakten in hohem Grade zu und Axamit 2 ) hat ge- 
zeigt, da Ts von verschiedenen Bakterienextrakten der Extrakt 
von Choleravibrionen am stärksten hemmt, hierauf folgt der 
Extrakt von Blastomyzeten und schließlich der Staphylokokken- 
extrakt. 

Aus allen diesen Angaben ergibt sich die Notwendigkeit, 
* vor jedem Versuche sowohl die Extrakte wie auch die Sera 
und zwar jedes für sich allein auf komplementablenkende Fähig- 
keit zu prüfen. Ja nach Wassermann sind die zur Verwen- 
dung gelangenden Keagentien dann unbrauchbar, wenn in den 
Flüssigkeiten sich die geringsten Mengen von Eiweifsnieder- 
schlägen bilden. Für die Versuchstechnik folgt daraus, dafs 
vor jedem Versuche alle Flüssigkeiten auf Klarheit zu prüfen 
sind, und dafs dann, wenn sich die geringsten Trübungen 
vorfinden, ein nochmaliges Zentrifugieren erforderlich ist, 

Der Titer der Extrakte kann sich aber, wie wir uns mehr- 
mals überzeugen konnten, sogar von einem Tag bis zum andern 
ändern, woraus sich wiederum die Notwendigkeit ergibt, für ver- 
gleichende Bestimmungen alle Untersuchungen möglichst an 
einem Tage vorzunehmen. 

Bei allen unseren differential diagnostischen Bestimmungen 
nahmen wir auf diese Verhältnisse Rücksicht und verwendeten 
einerseits nur frische und vollständig klar zentrifugierte Sera, 

1) Wassermann, Neifeer, Bruck und S chucht, Zeitschrift für 
Hygiene und Infektionskrankheiten, UKW, Bd. 55, 8. 451. 

2) Axamit, Zentralblatt für Bakteriologie, Bd. 42, Orig. 1906, Heft 4, 
S. m u. 450. 
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anderseits immer die gleichen Bakterienextrakte, die stets un- 
mittelbar vor jedem Versuche auf Eigenhemmung austitriert 
wurden. Von den Bakterienextrakten konnte nur eine solche 
Konzentration zur Verwendung gelangen, welche für sich allein 
die komplette Lösung des hämolytischen Systems in keiner 
Weise störte. 

In erster Linie suchten wir die Frage zu lösen, ob durch 
das Komplementbindungsverfahren eine Abgrenzung der ein- 
zelnen Arten der Kapselbazillen in der (Jruppe selbst erzielt 
werden könne. Zu diesem Behufe wurden, wie aus den fol- 
genden Tabellen zu ersehen ist, die Immunsera mit den homo- 
logen Formen mit verschiedenen heterologen Extrakten von 
Kapselbazillen vermischt und die Ablenkungstiter festgestellt. 



Tabelle II. 

Bestimmung des Hemmungstiters bei Einwirkung von Extrakten von 
Kapselbazillen auf ein Friedländer Immunserum 
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Der höchste Ablenkungstiter wird erhalten beim Versetzen 
dieses Immunserums mit Extrakten von Bacillus Friedländer- 
München und dem Nasenborkenbazillus (Serumtiter 1 : 200); 
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die Extrakte der beiden Rhinosklerorastamrue bewirken noch 
mit der Serum Verdünnung 1 : 50 absolute Hemmung der Hämo- 
lyse und der Extrakt von Bacillus mucosus erzeugt die geringste 
Ablenkung (l : 20). Es verdient ferner noch hervorgehoben zu 
werden, dafs die Extrakte der drei verschiedeneu Friedländer- 
stämme sich in bezug auf hemmende Wirkung nicht vollkommen 
gleichmäfsig verhielten. 



Tabelle III. 

Bestimmung des Hemmungatitero bei Kinwirknng von Extrakten von Kapsel- 
bazillen auf ein Rbinosklerom-Immunserum. 
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In diesem Falle wird der höchste Ablenkungstiter erreicht 
beim Zusammenbringen des Immunserums mit dem homologen 
Bakterienextrakt (Rhinosklerom Paltauf) und zwar bei der Serum- 
verdünnung 1 : 100. Doch fast sämtliche übrigen Extrakte, 
ausgenommen der Extrakt von Bacillus Friedländer (Wien), 
hemmen auch noch in der Verdünnung des Serums l : 50, 
d. i. der gleichen Verdünnung, bis zu welcher die Hemmung 
durch den homologen Stamm Rhinosklerom (Ghon) erfolgt. 
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Tabelle IV. 

Bestimmung des Heinmungstitere bei Einwirkung von Extrakten von Kapsel- 
bazillen auf ein Immunserum von Bacillus mucosus 



l! 


1 

Extrakt von 




Verdflnnungsgrad des Serums 




r 2 


















i in 

1 : 1U 


1:20 


1:50 
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Hem- 




Hem- 


Hem- 
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f. kom- 






mung 


mung 


mung 


mung 
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« 




Frie.lländer (•) 


• 
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Kuppe 
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kom- 


c 
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Basillen 






Kuppe 


Kuppe 
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s 
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Friedländer- (Wien) 


• 


• 


> 
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f. kom- 


<-> 




Bazillen 
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m 

s 
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kleine 


» 


BD 
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» 
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• 
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(Paltauf) Bazillen 
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• 




Hem- 




kleine 


> 


'5 
3 




(Ghon) Bazillen 






mung 




Kuppe 




» 




Xasenborken- 
bazillen 


1 




grofse 
Kuppe 


• 


» 


» 



Die stärkste Ablenkung zeigt das Bacillus mucosus-Imtnun- 
seruni im Verein mit dem homologen Extrakt (Titer l : 100), 
mit dem Extrakte von Rhinosklerom (Ghon)-Bazillen stellt sich 
der Ablenkungstiter auf l : 50, während beim Zusammen- 
bringen dieses Immunserums mit den übrigen Extrakten von 
Kapselbazillen bei l : 20 eine vollständige Hemmung zu kon- 
statieren ist. 

Die angeführten Versuchsprotokolle berechtigen zu dem 
Schlüsse, dafs tatsächlich beim Zusammenbringen von Extrakten 
von Kapselbazillen mit lmmunseris derselben eine Bindung 
des zugesetzten Komplementes und zwar auch in höheren Ver- 
dünnungen des Immunserums stattfindet. Es können also, wie 
schon Bertarelli angegeben hat, durch das Phänomen der 
Komplementablenkung Antikörper für die Kapselbazillen in dem 
Serum der immunisierten Tiere nachgewiesen werden. Diese 
Behauptung wird aufserdem noch dadurch gestützt, dafs die 
Normalsera der zur Immunisierung verwendeten Tiere eine Koni- 
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plementbindung nur in hohen Serumkonzentratiouen erkennen 
liefseu. Der Hetnmnngstiter der normalen Kaninchensera vor 
der Immunisierung mit den Extrakten der zur Immunisierung 
verwendeten Bakterien war nicht höher als 1 : 10. 

Die Frage aber, ob sich auf Grund dieses Antikörpernach- 
weises eitie Differenzierung der Vertreter der Gruppe der Kap- 
selbazillen in der Gruppe selbst erzielen läfst, kann nach 
unseren Versuchsresultaten nicht in bejahendem Sinne beant- 
wortet werden. Die Unterschiede in der Bindung des Komple- 
mentes seitens der Immunsera mit den homologen und den 
heterologen Extrakten von Kapselbazillen sind so geringe, dafs 
wir nach den unter unseren Versuchsbedingungen erhaltenen 
Resultaten die Möglichkeit einer Differenzierung in Abrede stellen 
müssen. Wir wollen es einstweilen dahingestellt sein lassen, 
ob die Ursache hierfür in der Unzulänglichkeit der Methode 
zu suchen sei, oder in der Eigentümlichkeit der Bakterien- 
gruppe, oder endlich in der nahen Verwandtschaft bzw. Identi- 
tät der einzelnen von den Autoren als eigene Spezies beschrie- 
benen Mikrobienformen. 

Wir befinden uns in diesem Punkte in vollständiger Über- 
einstimmung mit Bertarelli, der gleichfalls die Wahrnehmung 
machte, dafs zwar die Sensibilisatoren für den zur Immunisierung 
verwendeten Keim zahlreicher sind, doch ist die Wirkung keine 
streng spezifische, indem sich in den verschiedenen Immunseris 
überdies deutlich nachweisbare Sensibilisatoren für die übrigen 
Stämme vorfinden. 

Aber auch für die Abgrenzung der Vertreter der Kapsel- 
bazillen gegenüber anderen Bakteriengruppen gibt die Methode 
der Komplementflxation nicht genügend verläfsliche Ausschläge. 
Den Beweis hierfür erbrachten wir dadurch, dafs wir einerseits 
verschiedene Extrakte von heterologen, aufserhalb der Gruppe 
der Kapselbazillen stehenden Bakterienarten mit einem Fried- 
länderlmmunserum zusammenbrachten, anderseits den Ab- 
lenkungstiter bei Einwirkung von Extrakt von Friedländerbazillen 
auf Normalserum und mehrere heterologo Immuusera prüften. 
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Die Resultate dieser Prüfungen sind aus den zwei vorstehenden 
Tabellen ersichtlich; Tabelle VI enthält aufsordem noch die not- 
wendigen Kontrollversuche. 



Tabelle V. 

Bestimmung des Hemmungatitors bei Einwirkung verschiedener heterologer 
Bakterienextrakte auf ein Friedländer-Immunserum. 



Art des 


Extrakt 
voo 


Verdannungsgrad de» Serums 


1 10 


l s 90 


1 : 50 1 : 10O 


Friedländer- 


Milzbrand- 


Hemmung 


Hemmung 


kl. Kuppe kl. Kuppe 


ImmunHerum 


bazillen 








» 


Cholera- 


> 


> 


> » > > 




vibrionen 








» 


Typhus- 


> 


gr. Kuppe 


> 




bazillen 






P 


» 


Kolibazillen 

i 




Hemmung 


i » > > 



Tubelle VI. 

Bestimmung des Hemmungstiters bei Einwirkung von Extrakt von Fried- 
länderbaxillen auf Normalserum und verschiedene hetcrologe Immunsera. 
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1 
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1 
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_ 
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1 
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(1 ccm d. Verdünn. 1 : 10, 
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1 : 20 u. 1 : 60) . . . . 


: ■ 
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• 
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.1.50 
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C. Differenzierungsversuche in der Gruppe der Typhusbazillen. 

Die Scheidung der echten Typhusbuzilleu (Eberth -Gaf f ky) 
von den Paratyphusbazillen sowie gewissen Bakterien der Fleisch- 
vergiftung vom Typus Bac. enteritidis Gärtner unterliegt in 
den meisten Fällen keinen Schwierigkeiten ; dieselbe kann nicht 
nur durch den Züchtungsversuch erfolgen, sondern auch durch 
die Anstellung der Immunitätsreaktionen, vor allem der Agglu- 
tination und des bakteriolytischen Versuches. 

Was zunächst die Agglutinationsreaktion betrifft, so stimmen 
die Angaben der meisten Autoren darin überein, dafs durch die- 
selbe eine zuverlässige Differenzierung erreicht werden kann, 
doch es fehlt nicht an Angaben, welche den Wert derGruber- 
Wi dal sehen Reaktion für die spezifische Diagnose von Typhus 
und Paratyphus bezweifeln. Namentlich hat Jürgens 1 ) ge- 
funden, dafs das Blutserum einer Reihe von Typhuskranken 
auch den Paratyphusbazillus B. in erheblichen Verdünnungen 
und zwar häufig ebenso stark als den Tvphusbazillus zu agglu- 
tinieren imstande ist. Andere Autoren, z. B. Körte und Stein - 
berg 2 ), fanden im Gegensatze hierzu in allen Fällen von echtem 
Typhus den Agglutinationstiter gegenüber den Typhusbazillen 
höher als gegenüber den Paratyphusbazillen. Für die Möglich- 
keit einer sicheren Differenzierung von Typhus und Paratyphus- 
bazillen mit Hilfe der Agglutination sprechen sich auch Kolle 
und seine Mitarbeiter") auf Grund von umfassenden Versuchen 
aus, bei denen sich das eindeutige Resultat ergab, dafs ein 
hochwertiges Typhusimmunserum vom Agglutinationstiter 1 : 5000 
bis 1 : 10000 eine Mittagglutination der Paratyphusbazillen höch- 
stens bis zur Verdünnung 1 : 200 orzeugte. In Übereinstimmung 
mit den Ergebnissen der Agglutinationsreaktion standen auch 



1) Jürgen*, Zeitaebr. f. Hygiene u. Infektionskrankheiten, 1903, Bd. 43, 

8. 372. 

2) Körte u. Steinberg. Müncnner med. Wochenschr., 1905, S. 985. 

3) Kolle, Zeitwhr. f. Hygiene u. Iiifektionnkraiiklieiten, 1906, S. 287. 
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die Beobachtungen der genannten Autoren über aktive Immuni- 
tät, indem die mit Paratyphusbakterien vorbehandelten Tiere keine 
Immunität gegenüber der Infektion mit Typhusbakterien besafsen. 

Auch der Pfeiffersche Versuch zeigt, dafs sich die Bak- 
teriolysine eines hochwertigen Typhusimmunserums nur gegen 
Typhusbazillen wirksam erweisen, niemals gegen typhusähnliche, 
so dafs also auch diese Reaktion absolut spezifische Aus- 
schläge gibt. 

Schwieriger dagegen gestaltet sich die Trennung der Paru- 
typhusbazillen von den Bakterien der sog. Ilogcholeragruppe, 
zu welcher die Bakterien der Fleischvergiftung, der Mäusetyphus 
und der Bazillus der Schweinepest gehören. 

Hochwertige Agglutinationssera, die durch Immunisierung 
von Tieren mit einer der drei genannten Bakterienarten erhalten 
werden, beeinflussen ganz gleichartig nicht nur den homologen 
Stamm, sondern auch die beiden übrigen Stämme, ebenso wie 
die bakteriolytischen Sera bei ihrer Verwendung zum Pfeiffer- 
schen Versuch eine vollständig gleiche Wirkung zeigen. 

Es stand wohl zu erwarten, dafs man nach dem Bekannt- 
werden der Brauchbarkeit des Phänomens der Komplement- 
ablenkung für die bakteriologische Diagnostik die Reaktion auch 
zur Erkennung und Differenzierung des Typhus heranziehen 
werde. Und in der Tat sind schon eine Reihe von Angaben 
in der Literatur verzeichnet, die auf eine Verwendung des Phä- 
nomens für die Typhusdiagnose hinweisen. Hirse Ilfeld 1 ) hat 
bei der Untersuchung von Krankenseris durchwegs positive Re- 
sultate erhalten. Am frühesten erfolgte die Ablenkung am 6. 
bis 8. Tage der Erkrankung; auch bei zwei Fällen mit negativer 
G ru b er- W idaischer Reaktion wurde ein positiver Ausfall im 
Komplementablenkungsversuch erzielt. 

Moreschi-), der sich ein Urteil über den Wert des Kom- 
plementablenkungsverfahrens in der bakteriologischen Diagnostik 

1) Hirschfeld, Zeitschrift für klinische Medizin, 61. Bd., 1907. 

2) Moni 8 Chi, Berliner klin. Wocchenachr., 1906, S. 1243. 

9* 
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verschaffen wollte, wählte hierzu Typhusbakterien und Typhus- 
immunsera, in der Absicht, die Brauchbarkeit der Methode an 
einer Bakterienart und dem entsprechenden Antiserum zu stu- 
dieren, bei welchen der Mechunismus und das Wesen der Im- 
munität näher erforscht sind. Die Resultate seiner Versuche, 
die er mit Vollbakterien durchführte, gipfeln in dem Schluß- 
sätze, dafs wenigstens für Typhus das Komplementablenkungs- 
verfahren nicht den Erwartungen entspricht, die man auf Grund 
der früheren Veröffentlichungen auf dasselbe zu setzen berechtigt 
war. Diese Resultate liefs bald darauf Wassermann durch 
Leuchs 1 ) nachprüfen, der die Behauptung aufstellte, dafs die 
Komplemeutbinduugsmethode auch bei der Typhusgruppe zum 
Nachweis bakterieller Antistoffe und damit umgekehrt auch zum 
Nachweis geringer Mengen gelöster Bakteriensubstanz sehr gut 
geeignet sei. Nach Leuchs steht auch der spezifische Charakter 
der Reaktion aufser Zweifel, da ein Immunserum immer nur 
durch homologe Bakterienextrakte in höherem Mafse beein- 
flufst wird, während mit heterologen Extrakten das antikörper- 
haltige Serum keine stärkere Hemmung zeigt als ein Normal- 
serum. 

Wir beabsichtigen, durch unsere Versuche zweierlei Fragen 
zu entscheiden, erstens, ob sich durch das Komplementbin- 
dungsverfahren eine Scheidung des Typhusbazi llus von 
typhusähnlichen mit derselben Sicherheit durchführen 
läfst als dies mit den übrigen Serumreaktionen mög- 
lich ist, zweitens, ob sich vielleicht mit Hilfe dieser 
feinen biologischen Reaktion Unterscheidungsmerkmale 
zwischen Paratyphus B. Bazillen und den Erregern des 
Mäusetyphus herausfinden lassen. Zu diesem Zwecke 
wurden, wie die folgenden Tabellen zeigen, Typhus-Koli- und 
Typhus muri um Immunsera mit homologen und verschiedenen 
heterologen Bakterienextrakten nach der schon früher geschil- 
derten Methodik der Auswertung unterzogen. 



1 Leuch», Rerliner klin. Wochenechr., 1907, Nr. 3 u. 4, S. 68 u. 107. 
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Tabelle VII. 

Auswertung eines Typhuaimmunserums (3 Injektionen i. v.) mit Hilfe den 
Komplementablenkungsverfahrens gegen homologe und verschiedene hetero- 

loge Bakterienextrakte. 
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kleine 
Kuppe 


f. kom 
plett 


f kom 
plett 
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kleine 

Kuppe 

f. kom 
plett 


f. kom 
plett 

• 


> 

" i 


1 ~ 








Staphylokokken 


kleine 
.Kuppe 


f. kom 
plett 


■ 




1 




- 



Tabelle VIII. 

Auswertung eines Koliimmunserums (2 Injektionen subkutan) gegen homo- 
loge und verschiedene heterologe Bakterienextrakte. 
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Tabelle IX. 

Auswertung eines Typhus tuuriuni-Immunseruins (2 Injektionen i. V.) gegen 
homologe und heterologe Bakterienextrakte. 
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Die Agglutinationsverhaltnisse dieser drei Immuusera gegen- 
über den homologen und heterologen Bakterien gehen aus der 
folgenden Tabelle hervor. 
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Die in den vorstehenden Tabellen VII. VIII und IX an- 
geführten Ablenkungsversuche wurden alle an demselben Tage 
und mit denselben Extraktflüssigkeiten durchgeführt. Die gleich- 
zeitig mit diesen Versuchen angelegten Kontrollen sind aus der 
folgenden Tabelle XI ersichtlich. 

Tabelle XI. 

Kontrollen für die Komplementablenkungsversuche der Tabellen VII, VIII u. IX. 
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TyphuB (Paltf.> 

Bazillen 
Typbus murium 

Bazillen 
Kolibazillen 
Cboleravibrion. 
Staphylokokken 
u. zwar je 1 ccm 



je 
1 ccm 



1 ccm 



je 
l ccm 



Normalserum | Typbus (Kruse - — 
von Kanineben 
u.zwar 1 ccm der 

Verdünnung 

1.20 



Bazillen 
Typhus (Paltf. - 

Bazillen 
Typbus murium- 
Bazillen 
Kolibazillen 
Cholera vibrion. 
Staphylokokken 
u. zwar je 1 ccm 



1 ccm 1 ccm 



I.yne 



je 
1 ccm 



1 ccm 



in allen 
Fallen 
komplett. 
Lyse 



do. 



4 ccm — 

3 ccm 1 ccm 
3 ccm — 

2 ccm 1 ccm 



1 ccm 



1 ccm 

> 
> 

» 



kein. Lyse 
» 
> 

kompl. L 



Digitized by Google 



13B Über die Verwertbarkeit der Komplementablenkung«methode etc. 

Das Typhus-(Kruse) Immunserum läfst im Vereine mit den 
homologen Typhus (Kruse) Bakterien eine vollständige Hemmung 
noch in der Verdünnung 1:500 erkennen; fast ebenso hoch 
reicht der Hemmungstiter mit dem Extrakt von Typhus-(Paltauf) 
Bazillen. Mit dem Extrakt von Paratyphus B und Typhus mu- 
rium-Bazillen ist vollständige Hemmung nur bei der Verdünnung 
1:20 vorhanden, während mit den Extrakten von verschiedenen 
heterologen Bakterienarten auch bei 1 : 10 keine Hemmung 
wahrnehmbar ist. Aus der Tabelle XI geht hervor, dafs nor- 
males Kaninchenserum bei der Verdünnung 1:20 mit den ver- 
schiedenen Extrakten in allen Fällen komplette Lyse zeigte. 

Die Reaktion zur Erkennung der spezifischen Antikörper im 
Typhusimmunserum ist also mit Rücksicht auf den bedeutend 
höheren Hemmungstiter beim Versetzen des Immunserums mit 
dem homologen Bakterienextrakt als eine spezifische zu be- 
zeichnen. Da aber auch die Extrakte von Paratyphus B und 
Typhus muri um Bazillen mit dem gleichen Immunserum bei 
der Serumverdünnung 1:20 eine Hemmung erkennen liefsen, 
so ist auch durch diese Methode wie bei der Agglutinations- 
reaktion eine Mitbeeinflussung eines Immunserums durch hetero- 
loge Bakterienextrakte nachweisbar. Beim Koliimmunsenim trat 
eine solche Beeinflussung weniger zutage; das Immunserum 
hemmte in diesem Falle mit dem homologen Bakterienextrakt 
bei 1 : 100, während es bei Verwendung von heterologen Extrakten 
auch bei der Serumverdünnung 1 : 10 niemals zu einer voll- 
ständigen Hemmung kam. 

Was die Schärfe der Reaktion im Vergleiche zur Aggluti- 
nationsreaktion anbelangt, so zeigen unsere vergleichenden Ver- 
suche, dafs durch die Methode der Komp lerne ntfixation 
eine ebenso feine Bestimmung eines Immunserums 
dieser Gruppe erzielt werden konnte, wie durch das 
Agglutinationsverfahren. Überall dort, wo Nebenagglu- 
tinine nachweisbar waren, war es auch im Komplementablenkungs- 
verfahren bei Heranziehung der entsprechenden heterologen 
Extrakte zur Hemmung, allerdings nur in verhältnismäfsig ge- 
ringem Grude, gekommen. Gegenüber der Agglutinations- 
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methode aber leidet das neue Verfahren an dem Ubelstande, dafs 
es schwer möglich ist, Extraktflüssigkeiten von konstanter Wirk- 
samkeit zu erhalten. Die Dosen des zur Verwendung gelangenden 
Extraktes müssen in jedem einzelnen Falle ausprobiert werden, 
denn die Flüssigkeiten zeigen solche Schwankungen in ihrer 
Wirksamkeit, dafs durch eine Außerachtlassung dieser Vorsicht 
leicht Fehlerquellen geschaffen werden können. 

Die Tabellen VII und IX lehren überdies noch, dafs sich 
Typhus murium - Bazillen und Paratyphus B- Bazillen auch im 
Komplementbindungsversuch nahezu gleich verhalten. Das 
Typhus murium -Serum zeigte nur beim Versetzen mit Extrakten 
von Typhus murium- und Paratyphus B - Bazillen in höheren 
Verdünnungen Hemmung. 

Fafst man die Resultate unserer Versuche bei der Typhus- 
Koli-Gruppe kurz zusammen, so ergibt sich, dafs sich ein Im- 
munserum, das durch Behandlung von Tieren mit Mikroorganismen 
dieser Gruppe gewonnen wurde, mit Hilfe der Komplement 
ablenkungsreaktion sicher auf seine Provenienz diagnostizieren 
läfst. Das Verfahren gibt zwar ebenso scharfe und spezifische 
Ausschlage wie die Agglutinationsreaktion, ist aber in der Durch- 
führung viel komplizierter uud von verschiedenen unvorher- 
gesehenen Zufälligkeiten abhängig, so dafs mindestens bei agglu 
tinierbaren Mikrobien die Agglutinationsmethode als das 
einfachere, bequemere und verlä fsli ch ere diagno- 
stische Hilfsmittel angesprochen werden mufs. 

D. Differenzierungsversuche in der Vibrionengruppe. 

Bezüglich der Verwertbarkeit der Immunitätsreaktionen, spe- 
ziell der Agglutination und des Pfeifferschen Versuches für 
die Differenzierung der asiatischen Cholera von choleraähnlichen 
Vibrionen wird wohl allgemein der Standpunkt eingenommen, 
dafs die genannten Reaktionen durchaus spezifische Resultate 
liefern und eine unzweideutige Antwort auf die Frage geben, 
ob man es mit einer echten Cholerakultur zu tun hat oder nicht. 
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Die Vibrionengruppe ist besonders dadurch ausgezeichnet, dafs 
sieh in ihr der spezifische Charakter der Immunitätsreaktionen 
in sinnfälliger Weise ausprägt, da Nebenagglutinine in jener 
Hübe wie bei Typhusbazillen und denselben nahestehenden 
Mikrobieuarten in dieser Gruppe nicht vorkommen. Diese Tat- 
sache wurde durch die umfassenden Versuche von Kolle und 
G ots c h 1 i ch 1 ) ermittelt und später durch die spezifischen Bin- 
dungsversuche von Hetsch und Lentz 2 ) bestätigt und er- 
weitert. Ebenso wie die Agglutinationsreaktion, bildet auch der 
Pfeiffersche Versuch ein absolut zuverlässiges Differenzieruugs- 
mittel der asiatischen Cholera von choleraähnlichen Vibrionen. 

Es war wohl nachdem Ausfall unserer Kompleraentablenkungs- 
versuche in der Typhusgruppe von vornherein zu erwarten, 
dafs diese Reaktion auch für die Differenzierung von echter 
Cholera und choleraähnlichen Vibrionen verwendbare Resultate 
liefern werde. Der Ausfall unserer V ersuche hat diese Annahme 
in vollstem Mafse bestätigt. 

Die Methode der Komplementfixation wurde übrigens schon 
frühor von Markl 8 ) dazu verwendet, um die von Gotschlich 
isolierten El-Tor-Stämme, die von letzterem, sowie von G äff ky, 
Kolle und Mein ecke als echte Cholera auf Grund von Ag- 
glutinationsversuchen erklärt wurden , bezüglich ihrer Identität 
mit Cholera zu prüfen. Aus den Versuchen Markl s, der nach 
der Methode von Bord et und Gengou mit Vibrionenauf- 
schwemraungen als Antigenen arbeitete, ist zu entnehmen, dafs 
die El-Tor- Vibrionen mit Cholera Immunserum prompte Hämolyse 
erzeugten, während in den Gemischen von El-Tor-Vibrionen 
und El-Tor-Immunsera fast in allen Versuchen vollständige 
Hemmung eintrat. Markl schliefst aus diesen Versuchen, dafs 
im Rezeptorenapparat der Cholerastämme und der El Tor-Stämme 
Unterschiede bestehen, welche an der vollständigen Identität der 

1) Kolle u. GotHchlich, Zeitschrift für Hygiene nnd Infektions- 
krankheiten, Bd. 44, 1903, S. 1. 

2) Iletnch u. I.enti, Festschrift für R. Koch. 

3j Markl, Zentralblatt für Bakteriologie, Bd. XLII, 1906, S. 380. 
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El-Tor-Stämrae mit echten Choleravibrionen Zweifel aufkommen 
lasseu. 

Bei unseren Versuchen erwies sich das Komplementab- 
lenkungsverfahren als ein scharfes und zuverlässiges Differen- 
zierungsmittel, um asiatische Cholera (Cholera Baku und Cholera 
Saratow) von choleraähnlichen Vibrionen (Vibrio Finkler-Prior, 
Vibrio Rümpel) zu trennen. Die Versuchsmethodik war die 
gleiche wie in den früheren Versuchen, indem auch hier behufs 
Indentifizierung der durch intravenöse Injektion von abgetöteten 
Kulturen gewonnenen Kaninchen- Immunsera abgestufte Serum- 
mengen mit je 1 ccm des an und für sich nicht hemmenden 
Extraktes versetzt wurden. Aufser den Extrakten von echter 
Cholera und den zwei verschiedenen Vibrionenarten wurde auch 
der Erfolg der Einwirkung von Typhusbazillenextrakt auf die 
Inimunsera geprüft. 



Tabelle XII. 

Auswertung eines Choleraimmunserums (3 Injektionen i. V.) gegen 
homoInge und heterologe Bakterienextrakte. 
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Tabelle XIII. 

Auswertung eines Vibrio -Finkler Prior- Itnmunserums gegen homologe und 
beterologe Bakterienextrakte (3 Injektionen intravenös). 
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Tabelle XIV. 

Auswertung eines Vibrio RumpeMmmunserums ,3 Injektionen i. V.) 
homologe und beterologe Bakterienextrakte. 
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Die nächstfolgende Tabelle zeigt die Agglutinationsverhält- 
nisse dieser drei Immunsera an. 

Tabelle XV. 
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Die in neuester Zeit von Schütze 1 ) publizierten Unter- 
suchungen, welche gleichfalls die Trennung der echten Cholera 
von choleraähnlichen Vibrionen zum Gegenstande hatten, stehen 
im Widerspruche mit den Angaben von Mar kl. Während 
nämlich nach letztgenanntem Autor die Extrakte der El-Tor- 
stämme mit Immunserum von echter Cholera in keinem Falle 
das zugefügte Komplement verankerten, wurde in den Versuchen 
von Schütze der aus El-Torstämmeu bereitete Extrakt in fast 
ebenso intensiver Weise durch das Choleraimmunserum beinflufst, 
wie durch das El-Tor-Immunserum. Im übrigen stimmen die 
von Schütze erzielten Resultate mit den unsrigen überein. 
Auch Schütze spricht die Ansicht aus, dafs zwar das Kom- 
plementbindungsverfahren für die Differenzierung der echten 
Cholera von choleraähnlichen Vibrionen als unterstützender Be- 
helf herangezogen werden könne, dafs aber die Agglutinations- 
reaktion das mafsgebende Kriterium für die Unterscheidung dieser 
Mikrobien darstelle. 



1) Sch0t«e, Berliner klinische WochenHchrift, Nr. 26, 1907, S. SO0. 
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Wenn sieh ferner bei Schütze in einzelnen Fällen eine 
erhebliche Beeinflussung des Extraktes von choleraähnlichen 
Vibrionen durch ein echtes Choleraimmunserum zeigte, während 
bei unseren Versuchen die Reaktion eine strenge Spezifizität er- 
kennen liefe, so dürfte die Ursache hierfür in Verschiedenheiten 
in der Versuchsanordnung gelegen sein. Schütze arbeitete 
nämlich mit gleichbleibenden Dosen von Serum und fallenden 
Kxtraktmengen, während wir bei unseren Versuchen die Ver- 
dünnungen der Immunsera variierten und dieselben mit der 
gleichen, an und für sich nicht hemmenden Dosis des Bakterien- 
extraktes versetzten. Die Resultate unserer Komplementsab- 
lenkungs- und Agglutinationsversuche können daher aus dem 
Cirunde direkt miteinander in Vergleich gezogen werden, weil zu 
beiden Reaktionen die gleichen Serumverdünnungen benutzt 
wurden. 

E. Über den Zusammenhang des Phänomens der Komplement- 
ablenkung mit der Agglutination bzw. Präzipitation. 

Eine nähere Verfolgung unserer bei der Gruppe der Kapsel- 
bazillen, der Typhus- und Choleragruppe erhaltenen Versuchs- 
resultate lälst erkennen, dafs für die Differenzierung der Vertreter 
dieser drei Gruppen untereinander mit Hilfe der Komplement- 
ablenkungsmethode die besten Resultate bei jenen Mikroorganis 
menarten erzielt wurden, bei denen durch das Agglutinations- 
verfahren eine sichere Trennung erreicht werden kann. Am 
schärfsten verläuft die Reaktion in der Choleragruppe, bei welcher 
wir auch in der Agglutinationsreaktion ein streng spezifisches 
und praktisch brauchbares Merkmal für die Artunterscheidung 
der Vibrionen besitzen. 

Weniger streng spezifisch als in der Vibrioneugruppe ver- 
läuft im allgemeinen die Agglutinationsreaktion in der Typhus- 
gruppe, in welcher eine Mitagglutination artsverwandter Mikro- 
bien schon deutlicher hervor tritt. Es ist bei dieser Gruppe, 
um im Sinne der Ehrlich sehen Vorstellungen zu sprechen, 
die Gemeinschaftlichkeit des Rezeptorenapparates schon eine 
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weitergehende, als dies bei der Vibrionengruppe der Fall ist. 
Dementsprechend liefs sich auch im Ablenkungsversuch eine 
Beeinflussung von Iminunseris durch heterologe Extrakte bei 
solchen Verdünnungen wahrnehmen, wie dies bei der Vibrionen- 
gruppe niemals beobachtet werden konnte. 

Bei der Gruppe der Kapselbazillen endlich, bei welchor die 
Agglutinationsmethode für differential-diaguostische Bestimmungen 
nur unter Zuhilfenahme von sehr komplizierten Vorsichtsmaß- 
regeln in Verwendung gezogen werden kann, liefs auch die Korn- 
plementablenkungsreaktion für die Differenzierung der Vertreter 
der Gruppe keine eindeutigen Resultate erkennen. 

Für die Bestimmung von Immunseris, die mit schwer agglu- 
tinierbaren Mikroorganismen hergestellt worden waren, hat die 
Methode der Komplementfixation nach unseren Versuchen wenig 
geleistet. Wir verwendeten hierzu Anthrax- und Staphylo- 
kokken -Immunsera. Über die Agglutiuationsfähigkeit des An- 
thrax-Immunserums lauten die Literaturangabon recht wider- 
sprechend. Von einzelnen Autoren wurde zwar eine agglutinierende 
Wirkung des Serums auf Milzbrandbazillen beobachtet, doch ist 
diese Wirkung keine spezifische, da sie in vielen Fällen bei hoch- 
wertigen Milzbrandseris nicht vorhanden ist, anderseits auch 
nicht selten bei Normalserum beobachtet werden kann. 

Auch die Agglutinatiousfähigkeit der Staphylokokken-Immun- 
sera ist keine regelmäfsige Eigenschaft derselben; wenn auch 
wiederholt festgestellt wurde, dafs ein mit inenschenpathogenen 
Staphylokokken hergestelltes künstliches Immunserum den ho- 
mologen Staphylokokkenstamm auch in höheren Verdünnungen 
agglutinierte, so stehen diesen Beobachtungen andere Angaben 
gegenüber, nach welchen die Versuche, durch Immunisierung 
Agglutinine hervorzurufen, inkonstante Resultate ergaben. 

Im Antimilzbrandserum nach Sclavo hat Cler 1 ) spezifische 
Ambozeptoren gefunden; er versetzte eine Emulsion von Milz- 
brandbazillen mit inaktiviertem Antimilzbrandserum und konnte 
wahrnehmen, dafs dieses Gemisch ein als Komplement zugesetztes 
frisches Kaninchenserum zu fixieren vermochte. 

1) Cler, Zentralblatt für Bakteriologie, Bd. 40, 1906, 8. 241. 
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Unsere Versuche dagegen ergaben keine Anhaltspunkte da- 
für, date sich mit der Methode der Komplementfixation Anti- 
körper im Serum der mit Anthraxbazillen und Staphylokokken 
vorbehandelteu Tiere auffinden lassen. Auch in diesen Fällen 
verwendeten wir als Immuntiere Kaninchen, und zwar erhielt 
das Anthraximmuntier 6 mal lebende Kulturen des für Kaninchen 
nicht virulenten Stammes subkutan (das erste und zweite Mal je 
1 Öse, die übrigen vier Male je eine ganze 24 stündige Agar- 
kultur), das Staphylokokken-Immuntier 6 Injektionen von bei 
(»0° C abgetöteten Staphylokokken- Agarkulturen (3 mal je 1 Agar- 
kultur subkutan, 3 mal je V2 Agarkultur intravenös). 

Tabelle XVI. 

Auswertung einoH Staphylokokken- und Anthraxlmmunserums 
(je 6 Injektionen) mit homologen Bakterienextrakten. 
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Die Auswertung der genannten Sera wurde wiederholt während 
der 3 monatlichen Immunisierungsdauer vorgenommen (nach der 
3., 4. und 6. Injektion). In keinem Falle liefsen sich durch 
die Kompletnentablenkung8methode Antikörper nachweisen ; die 
Versuche ergaben eindeutig das in Tab. XVI verzeichnete Re- 
sultat. 

Zweifellos läfst sich, wenn man unsere Versuchsresultate 
überblickt, ein Parallelismus zwischen agglutinierendem und kom- 
pleraentbindendem Vermögen unserer Immunsera erkennen ; diese 
Tatsache fand noch dadurch eine Bestätigung, dafs wir uns in 
orientierenden Versuchen überzeugen konnten, dafs z. B. das 
Serum der mit Kapselbazillen immunisierten Tiere nach der 
ersten Injektion, zü einer Zeit also, zu welcher auch der Agglu- 
tinationstiter nur wenig augestiegen war, fast gar keine Hemmung 
im Komplementablenkungsversuche zeigte. 



Digitized by Google 



Von l'rivatdoKcnt Dr. Franz Kalinor u. l>r. Hans Reibmayr. 145 



Es führten uns diese Wahrnehmungen zu der Frage, oh ein 
engerer Zusammenhang zwischen Agglutination und komplement- 
ablenkendem Vermögen der Immunsera besteht, und oh durch 
die Ermittelung dieses Zusammenhanges ein Einblick in das 
Wesen dieses interessanten biologischen Phänomens gewonnen 
werden könnte. 

Denn über die Ursachen der Komplementablenkung liegen 
vor der Hand noch wenig geklärte und einheitliche Untersuchungs- 
ergebnisse vor, und wir wissen bis heute noch nicht, ob die bei 
der Komplementablenkung wirksame Substanz der Immunsera 
mit einer der uns bekannten Immunsubstanzen identisch ist. 
Während ein Teil der Forscher den unmittelbaren Zusammen 
hang der in Rede stehenden Erscheinung mit der Präzipitation, 
mit der höchst wahrscheinlich die Agglutination sehr nahe ver- 
wandt ist, betont, nimmt ein anderer Teil, namentlich Gengou 1 ), 
Neifser und Sachs 2 ), sowie Wassermann 3 ) und seine Mit- 
arbeiter zur Erklärung des Vorganges im Immunserum einen 
Zwischenkörper, Ambozeptor, an, der das Komplement bindet, 
während der Präzipitationsvorgang nur nebenbei verläuft. 

Moreschi 4 ), der ursprünglich den erstgenannten Standpunkt 
vertrat, hat schon in seiner ersten Abhandlung über die Lehre 
von den Antikomplementen darauf aufmerksam gemacht, dafs immer 
beim Zusammentreffen der beiden für die Präzipitation erforder- 
lichen Komponenten (Präzipitin und Präzipitinogen) die Fixation 
des Komplementes erfolgt, dafs also diese antikomplementäre 
Wirkung mit dem Phänomen der Präzipitation »vergesell- 
schaftete sei. 

Auch Gay 6 ) hat die Vermutung ausgesprochen, dafs die 
Bindung des Komplementes durch die Entstehung des Präzipi- 
tates verursacht wird und führt als Beweis dafür an, dafs die 
Wirkung nicht nur während der Präzipitatbildung auftritt, sondern 
dafs sie auch dem fertigen Präzipitato zukommt. 

1) Gengon, Annale» de l'Institut Pasteur, Bd. XVI, 1902. 

2) N elfter ii. 8acha, Berl. klin. Wochenschr., 1905, S. 1388 u. 1906, 8. G7. 

3) Waasermann u. Bruck, med. Klinik, 1905, Nr. 55. 

4) Moreachi, Berliner klin. Wocbenschr, 1905. 8. 1181. 

5) Gay, Zentralblatt für Bakteriologie. Bd. 39, Heft 5. 

Archiv für Hygiene. IM l.XIV 10 



Digitized by Google 



14G "Ober die Verwertbarkeit der Kompletnentablenkungsmethode etc. 

Die zweite Hypothese, nach welcher es sich um Substanzen 
vom Charakter der Ambozeptoren handle, ist bereits von Gengou 1 ) 
aufgestellt worden und es hat dieselbe zuerst in Neifser und 
Sachs Anhänger gefunden. Eine Stütze ihrer Ansicht finden 
die genannten Autoren darin, dafs auch dann, wenn keine Prä- 
zipitatbildung wahrzunehmen war, oft noch ein positives Er- 
gebnis der Ablenkungsreaktion zutage trat, und dafs ferner die 
Stärke des Niederschlags und das Ablenkungsvermögen durch- 
aus nicht in direkter Proportion stehen. Der gleichen Ansicht 
neigen sich auch Wassermann und Bruck zu. Sie gingen 
von der Wahrnehmung aus, dafs die Extrakte aus gewissen 
Bakterien, wie Typhusbazillen oder Meningokokken, in frisch be- 
reitetem Zustande in grofser Menge präzipitable Substanz ent- 
hielten, dafs aber solche Extrakte oft nach wenigen Tagen die 
Fähigkeit verlieren, auch mit den stärksten Immunseris einen 
Niederschlag zu erzeugen. Indem sie nun verglichen, ob die 
Mischung von frisch bereitetem Bakterienextrakt und Immun- 
serum zugesetztes Komplement in höherem Mafse absorbierten 
als abgelagerte Bakterienextrakte, zeigte sich, dafs das mechanische 
Moment der Präzipitierung gar keinen Einflufs auf das Verankern 
des Komplementes hat, da auch die älteren Extrakte das Kom- 
plement ebenso stark zum Verschwinden brachten als die frischen 
Extrakte. 

Einen weiteren Beweis, dafs das Präzipitat als solches keines- 
wegs allein die Ursache der Komplementablenkung bildet, konnte 
Friedberge r 2 ) dadurch erbringen, dafs es ihm gelang, beim 
Hinzufügen von Präzipitinogen zu erhitztem Präzipitiuserum, 
wobei infolge der Erhitzung die Möglichkeit der Präzipitat- 
bildung ausgeschlossen war, gleichfalls antikomplementäre Wirkung 
zu erreichen. Er hält für das Zustandekommen der Komplement- 
ableukung nicht die Bildung eines sichtbaren Präzipitates sondern 
nur die Gegenwart der beiden für die Präzipitation erforderlichen 
Komponenten für notwendig. 

1) Gengou, Annale« de 1'InHtitut Paateur, 1902, S 786. 

2) Friedberger, Deutsche medisiniiche Wochenschrift, 1906, Nr. 16. 
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In Anbetracht der unklaren Vorstellungen über das Wesen 
des Vorganges bei der Bindung des Komplementes war nun 
Lief mann 1 ) bemüht, für jede der beiden Möglichkeiten Be- 
weise zu erbringen. Sein Streben ging nun dahin, eine Präzi- 
pitation ohne komplementbindende Kraft oder eine Komplement- 
bindung ohne präzipitierende Substanz zu erzielen. Vor allem 
verdient aus seinen Versuchen hervorgehoben zu werden, dafs 
diejenigen Sera, die gar keine oder nur eine schlechte Präzipi- 
tation gaben, auch keine oder nur eine geringe Komplement- 
ablenkung zustande brachten. Als besonders wichtig seien noch 
die Tatsachen erwähnt, dafs selbst 14 Tage alte Präzipitat« noch 
Komplement zu binden vermögen, und dafs nach der Bildung 
des Niederschlages die komplementablenkende Substanz sich 
nicht in der überstehenden Flüssigkeit findet, während sich mit 
dem gewaschenen Niederschlag wohl eine Komplementablenkung 
erzielen läfst. Durch den Kältebindungsversuch Ehrlichs 
stellte sich heraus, dafs die Komplementbiudung auch in der 
Kälte erfolgt, was nicht der Fall sein dürfte, wenn es sich um 
eine Ambozeptorwirkung handelte. Eine Reihe von Tatsachen 
als Folgerungen aus den Versuchen Liefmauns scheinen also 
gegen die Annahme einer Ambozeptorwirkuug zu sprechen. 

Um einen näheren Einblick über den Zusammenhang zwi- 
schen Agglutination und komplementablenkendem Vermögen der 
Immunsera zu gewinnen, waren wir bestrebt, bei gut agglutinie- 
renden Seris die Agglutinine durch Eintragen von grofsen 
Mengen von Bakterieukulturen im Wege der spezifischen Ab- 
sorption zu entfernen. Es ergab sich dabei das Resultat, dafs 
mit dem Entfernen der Agglutinine auch die für die Hemmung 
in Betracht kommenden Substanzen aus dem Serum verschwin- 
den. Diese Erscheinung trat natürlicherweise nur dann ein, 
wenn die Absättigung des spezifischen Immunserums mit. der 
homologen Bakterienart erfolgte; wurde dagegen das betreffende 
Serum mit Aufschwemmungen von heterologen Bakterien in der 
gleichen Menge als der Zusatz der homologen erfolgte, versetzt, 
so blieb der Hemmungstiter für den homologen Extrakt auch 

1) Lief mann, Berliner klinische Wochenschrift, 1906, Nr. 15. 

10* 
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in dem von den Bakterien befreiten Serum in der gleichen 
Höhe wie im ursprünglichen Serum erhalten. Die Technik 
dieser Versuche gestaltete sich in der Weise, dafs gewöhnlich 
1 ccm des inaktivierten Immunserums mit gemessenen Mengen 
von dichten Mikrobienaufschwemmungen versetzt wurden. Die 
Agglutination erfolgte bei 50° C; sobald keine Ausflockung 
mehr erfolgte, wurde sofort zentrifugiert und das klare Zentri- 
fugat für sich allein und in Verbindung mit Extrakten auf hem- 
mende Wirkung geprüft. Ein vollständiger einschlägiger Ver- 
such ist in der folgenden Tabelle enthalten. 

Tabelle XVII. 

Der ursprüngliche Hemmungatiter des verwendeten Cholera-ImmunBeruins 
betrug 1 :50U, der Agglutinationstiter 1 : 1500. 



Zentrifugat von 

Öbolem-Immun 
serum versetzt 
mit Cholera- 
vibrionen 



Zentrifugat 
allein hemmt bei 

1 : 20 

Zentrifugat von 

Cholera-Immun 
Herum versetzt 
mit Typhus- 
hazillen 



Zentrifugat 
uliein hemmt 
nicht bei 1 20. 

Zentrifugat von 

Choleru-lmmun- 
serum versetzt 
mit Koli- 
bazillen 



Zentrifugat 
allein hemmt 
nicht bei 1 : 20. 



Zentrifugat -f- Zentrifugat -f- Kx- 

Choleraextrakt r trakt von Typhus- 

Hemmung bei 1 : 20. bazillen : 

Lyse bei 1 : 50, Hemmung bei 1 : 20 

1 : 10t). 1 : 200, 1 : 500, Lvse bei 1 : 50, 

1 : 1000, 1 : 2000. 1 : 100. 1 : 200, 1 : 500. 

1 1 : 1000, 1 : 2000. 



Zentrifugat {- 
Choleraextrakt: 



Zentrifugat -f- 
TyphuBbazillen- 
Hetnmung bei 1:20, extrakt: 
1 : 50, 1 : 100, 1 : 200 Lyse bei 1 : 20 so 
Lyse bei 1:500, wie in den übriger 



1 : 1000. 



Verdünnungen. 



Zentrifugat -f- 
Extrakt von Koli- 
bazillen : 
Hemmung bei 1 : 20. 

LyBe bei den 
übrigen Verdün- 
nungen. 



Zentrifugat -f- Koli- 
baxillenextrakt : 

Lyse bei 1 : 20 so- 
wie in den übrigen 
Verdünnungen. 



Zentrifugat -f- 
Choleraextrakt 

Hemtming bei 1 : 20, 



Zentrifugat -f- 
Typhusbazillen- 
extrakt : 

1 : 50, 1 : 100, 1 : 200, Lyse bei 1 : 20 so 
1 : 500. wie in den übrigen 

Lvse bei 1 : «00 u. Verdünnungen. 
1 : 1 000. 

Ii 



Zentrifugat -f- Koli- 
bazillenextrukt : 

Lyse bei 1 : 20 so- 
wie in den übrigen 
Verdünnungen. 



Die vorstehende Tabelle demonstriert in besonders schöner 
Weise den unmittelbaren Zusammenhang zwischen Agglutination 
und Komplementablenkung bei einem gut agglutinierenden 
Inimunserum. Bekanntlich lassen sich aus einem solchen Serum 
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durch die Methode der spezifischen Absorption die Haupt- 
agglutinine durch Eintragen der homologen Bakterienart nahezu 
vollständig erschöpfen, während die Nebenagglutinine erhalten 
bleiben. Wird also, wie in unserem Beispiele, ein Cholera- 
iinmunserum mit Choleravibrionen bis zur Erschöpfung versetzt, 
und das von den agglutinierten Bakterien abzentrifugierte Serum 
mit Choleraextrakt auf Hemmung geprüft, so zeigt sich, dafs 
das seiner Agglutinine beraubte Serum auch die für die Hem- 
mung in Betracht kommenden Substanzen verloren hat. Wird 
dagegen dasselbe Choleraimmunserum mit Typhus- und Koli- 
bazillen in der gleichen Menge als der Zusatz der Choleravibri- 
onen erfolgte, versetzt, so fallen zwar die etwa vorhandenen 
Typhus- bzw. Koliagglutinine aus dem Serum heraus, das Cho- 
lera-Hauptagglutinin aber bleibt vollständig erhalten und ebenso 
wie das Agglutinationsvermögen haben auch diejenigen Anti- 
körper des Serums, die mit Choleravibrionenextrakten Ablenkung 
erzeugten, keine Einbufse erlitten. Dafs das Zentrifu^at von 
Choleraimmunserum, versetzt mit Tvphusbazillen, bei der spä- 
teren Auswertung mit Choleraextrakt statt bei 1 : 500 nur bei 
1 : 200 vollständige Hemmung zeigte, dürfte entweder auf Titer- 
schwankungen zurückzuführen sein, oder man mufs annehmen, 
dafs auf irgendeine Weise (Adsorption) ein Teil der hemmenden 
Substanzen ausgeschaltet wird. 

Wir haben dieselbe Versuchsreihe, die im voranstehenden 
für das Choleraimmunserum ausführlich gesehildert ist, noch mit 
anderen Immunseris durchgeführt und konnten bei den in Ver- 
wendung gezogenen Vibrio Rümpel-, Koli und Typhus murium- 
Immunseris ähnliche Verhältnisse konstatieren. Überall also 
zeigte sich, dafs zwischen dein Agglutinations- bzw. Präzipi- 
tationstiter und dem Hemmungstiter eines solchen Immuuserums 
ein enger Zusammenhang besteht. 

Diese Tatsache konnte weiterhin noch dadurch bewiesen 
werden, dafs in einem Immunserum, bei welchem durch die 
spezifische Absorption das Hauptagglutinin nicht vollständig 
sondern nur teilweise entfernt worden war, auch der Ablonkungs- 
titer des von den Bakterien nach der Absorption befreiten 
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Serums nur zum Teil herabsank. Es handelte sich dabei um 
einTyphusimmun8erum, dessen Agglutinationstiter sich ursprüng- 
lich auf über 1 : 2000, und dessen Hemmungstiter sich 
auf 1 : 1000 stellte. Trotz des wiederholten Eintragens von 
grofsen Mengen von Typhuskulturen gelang es uns nicht, die 
Agglutinine vollständig aus diesem Serum zu entfernen. Der 
Agglutinationstiter stellte sich nach der letzten Eintragung 
immer noch auf 1 : 500; der Ablenkungstiter des Absorbates 
erfuhr gleichfalls eine Herabsetzung, indem er von 1 : 1000 auf 
1 : 200 herabsank. 

In zwei Kapselbazillenimmunseris aber, aus welchen sich die 
Agglutinine durch Eintragen der homologen Bakterien in un- 
verändertem Zustande entweder gar nicht oder nur in ganz ge- 
ringer Menge entfernen lassen, erfuhr durch diese Vorbehand- 
lung der Ablenkungstiter nicht die geringste Reduktion. Die 
geschilderten Verhältnisse sollen an der folgenden Tabelle er- 
läutert werden. Die Sera wurden hierzu mit dichten Auf- 
schwemmungen von Kapselbazillen bis zur Verdünnung 1 : 10 
versetzt, hierauf % Stunden bei 50° C stehen gelassen und 
sodann mit der elektrischen Zentrifuge zentrifugiert. 

Tabelle XVni. 

a) Auswertung eines Immunserums von Bacillus pneumoniae Friedländer. 



Verdünn ungsgrad des Serums 



Art des Serums 

1 : 10 1 i 20 


1 50 


1:100 


1:200 


1:600 


,. 

Friedl.Imniunserum vor dem Hein- Hern 
Versetzen mit Friedl. -Bazillen -f- mung mung 
Extrakt von Fried 1. -Bazillen 

Zentrifugat von Fried 1. -Immun- > > 
Berum n. Fried) -Bazillen -\~ 
Extrakt von Friedl. Bazillen 


Hern- grofse 
mung Kuppe 

> » 


kleine 
Kuppe 

» 


kleine 
Kuppe 

f. kom- 
plett 



Das Zentrifugat von Friedländer -Immunserum und Friedländer Bazillen 
allein, ohne Zusatz von Extrakt, zeigte nur Hemmung bei 1 : 10. 



b) Auswertung eines Rhinosklerom-Iinmunserums. 
Rhinosklerom-Immunser. vor dem Hern- i Hem- grofse Kuppe kleine If. kom- 
Ve r setzen mit Rhinoskler. Baz.-|- mung mung Kuppe Kuppe) plett 

Extrakt von Rhinosklerom-Bazillen 

Zentrifugat von Rhinosklerom- > » . > » 

Serum u. Rhinoskl - Bazillen 
- Extrakt v. Rhinoskler. Bazillen. 
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Das Zentrifugat von Rhinoskleromserucn und Rhinosklerom- 
bazillen allein, ohne Zusatz von Extrakt, bewirkte bei der 
Verdünnung 1 : 20 eine komplette Lyse des hämolytischen 
Systems. 

Den Absorptionsversuch benutzten wir weiterhin auch noch 
dazu, um zu entscheiden, ob vielleicht von diesem Gesichts- 
punkte aus sich biologische Differenzen zwischen Paratyphus B- 
Bazillen und Typhus muriuin-Bazillen ergeben. Denn da der 
Hemmungstiter eines Immunserums nur dann eine Herabsetzung 
erfährt, wenn dieses Serum mit der homologen Bakterienart 
versetzt wird, so müfsten, wenn die genannten Mikrobien nicht 
vollständig identisch wären, sich Differenzen beim Absättigen 
eines Immunserums mit den entsprechenden Mikroorganismen 
und nachherigem wechselseitigem Auswerten ergeben. Dafs 
dies aber nicht der Fall ist, zeigt die folgende Tabelle. Der 
Ablenkungstiter des verwendeten Immunserums vor der Absorp- 
tion betrug 1 : 100. 

Tabelle XIX. 

Auswertung eines Typhus muri um - Immunserums nach dem Versetzen mit 
Typhus murium- und Paratyphus B Bazillen 







Art des Serums 



Verdünnungsgrad des Serums 



1 20 



1:50 



1100 1:200 l:fi00 1:1000 



Zentrifugat von Typhus murium- 
Immunaerum u. Typhus mur.-Baz. 
allein, ohne Zusatz von Extrakt. 

Zentrifugat v.Typhus mur.-Immun- 
serum u. Typbus murium-Baz. -fc- 
Extrakt von Typbus murium-Baz. 

Zentrifugat v.Typhus mur. -Immun- 
serum u. Typhus murium-Baz. -j- 
[ Extrakt von Paratyphus- Bazillen 

Zentrifugat v.Typhus mur.-Immun- 
serum u. Paratyphus B-Bazillen 
allein, ohne Zusatz von Extrakt. 

Zentrifugat von Typhus muri um- 
Serum u. Paratyphus B- Bazillen -f- 
Extrakt von Typhus murium-Baz. 

Zentrifugat von Typhus murium- 
Serum u. Paratyphus B-Bazillen -f 
Extrakt von Paratyphus B-Bazillen 



Hem 
munj; 



kleine f.kmn* kom 
Kuppe plett plett 



kom- 
plett 



kom- 
plett 



! 



grofee 
Kuppe 
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F. Schluf8bemerkungen. 

Die Antikörper, mit deren Produktion der tierische Orga- 
nismus auf die Einverleibung von geformtem Zelleiweifs (Bak- 
terien) antwortet, lassen sich in Agglutinine bzw. Präzipitine 
und lytische Ambuzeptoren scheiden. Von den Reaktionspro- 
dukten bei der Immunisierung durch ungeformtes Eiweifs kennt 
man bisher mit Sicherheit nur die Präzipitine; dafs aber dabei 
auch Substanzen von dem Charakter der Ambozeptoren ent- 
stehen können, glaubte man durch die komplementbindende 
Funktion der Eiweifsantikörper erschließen zu können. Es 
wird also durch diese Hypothese ein neuer Stoff im Immun- 
serum angenommen, der von den bisher bekannten Substanzen 
getrennt werden müfste. Die Kardinalfrnge ist, ob eine zwin- 
gende Notwendigkeit vorliegt, die bei der Komplementablenkung 
wirksame Substanz als ein neues, bisher unbekanntes Reaktions- 
produkt aufzufassen, oder ob dieselbe mit einer der bekannten 
Immunsubstanzen identifiziert werden könne. Der Ausfall un- 
serer Versuche, sowie verschiedene in der Literatur verzeich- 
nete Angaben sprechen dafür, dafs das komplenientablenkende 
Vermögen mit der Agglutinations bzw. Präzipitationsfähigkeit 
gloichen Schritt hält, daher mit diesen Eigenschaften der Im- 
munsera in der engsten Beziehung stehen mufs. Am besten 
eignen sicli für den Ablenkungsversuch die spezifischen präzipi- 
tierenden Sera, die durch Vorbehandlung von Tieren mit ge- 
lösten Eiweifssubstanzen erzeugt werden, und bei denen gewöhn- 
lich schon die Präzipitinreaktion so scharfe Ausschläge gibt, 
dafs dieselbe zur Erkennung bestimmter Eiweifsarten ein äufserst 
zuverlässiges Reagenz darstellt. Das Komplementablenkungs- 
verfahren ergibt hierbei in violon Fällen noch in solchen Ver- 
dünnungen des Serums ein positives Resultat, bei welchem das 
Präzipitat mit freiem Auge nicht mehr wahrgenommen wer- 
den kann. 

Es scheint in diesem Falle die Hemmung der Hämolyse 
nur eine schärfere Anzeige für die erfolgte Präzipitatbildung 
zu sein, ähnlich wie bei der Jodtitration der Zusatz von Stärke- 
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kleister den Endpunkt der Reaktion augenfälliger macht. Man 
könnte also gewissermafsen den Zusatz von Komplement und 
hämolytischem System zu den aufeinander reagierenden Sub- 
stanzen als einen Indikator auffassen, der die Präzipitinreaktion 
auch dann noch deutlich sichtbar macht, wenn der gebildete 
Niederschlag unserer Wahrnehmung entgeht. 

Bei den Immunseris, die durch Vorbehandlung von Tieren 
mit Mikroorganismen erhalten werden, geben diejenigen im 
Komplementbindungsversuch die besten Resultate, die auch 
durch den Agglutinationsversuch das Vorhandensein von Anti- 
körpern erkennen lassen. Die Cholera-, Typhus- und Kapsel- 
bazillen Immunsera bieten hierfür den deutlichsten Beweis; bei 
allen diesen Immunseris verläuft das komplementablenkende 
Vermögen parallel mit «lern Agglutinationsvermögen. Wird letz- 
teres durch die spezifische Absorption herabgesetzt oder ganz 
aufgehoben, dann erleidet auch das komplementbindende Ver- 
mögen, entsprechend dem Grade der Ausschaltung der Aggluti- 
nation, eine Einbufse. Auch Vannod bestätigt, dafs alle Gono- 
kokkensera, die im Ablenkungsversuch ein positives Resultat 
ergaben, einen entsprechenden Gehalt an Agglutinineu aufwiesen. 
Anderseits wiederum konnte der von Wassermann und 
Bruck geführte Nachweis von Antikörpern gegen Tuberkel- 
bazillenpräparate von Morgenroth und Lydia Rabino- 
witsch 1 ) nicht bestätigt werden und auch bezüglich des 
Luesautikörpernachweises, der von Weil-) angezweifelt wurde, 
wird man sich zunächst noch abwartend verhalten müssen. 

.Letztgenannter Autor führte den Nachweis, dafs Tumor- 
extrakte von Personen, die niemals Lues durchgemacht hatten, 
mit dem Blute von Luetikern Komplementbindung zeigten. Er 
erklärt sich dieses Verhalten dadurch, dafs gelüste GewebsstolTc 
mit dem Blutserum eine Reaktion geben, die nach Art eines 
Präzipitationsvorganges Komplement absorbiert. 



1) Morgenroth u. Lydia Rabinowltsch, Deutsche med. Wochen- 
schrift, 1907, Nr. 18. 

2) Weil, Wiener klin. Wochenschrift, 1907, Nr. 18. 
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Einen höchst wichtigen und interessanten Beitrag zu dieser 
Frage liefert übrigens die kürzlich erschienene Publikation von 
F o r n e t und Scheresche wsky ! ), nach welcher das 
Serum von Paralytikern und Tabikern mit dem Serum von 
Luetikern eine positive Präzipitinreaktion ergab. Auch aus 
diesen Befunden erhellt der enge Zusammenhang, der zwischen 
Komplementbindung und Präzipitinreaktion besteht. 

Für den Nachweis spezifischer Stoffe bei Hundswut ergab 
nach Heller und Tomarkin 2 ) die Methode der Komplement- 
bindung negative Resultate und im Immunserum mit Vaccina 
geimpfter und intravenös immunisierter Rinder liefsen sich keine 
spezifischen Stoffe erkennen. In Übereinstimmung mit diesen Be- 
funden stehen auch die Ergebnisse von Fried b erger 8 ), nach 
welchen das Komplementablenkungsverfahren für Lyssa kein 
positives Resultat liefert. 

Ob diese negativen Resultate und die ungünstigen Erfolge 
bei der Nachprüfung der Versuche Wassermanns und seiner 
Mitarbeiter bei Tuberkulose und Lues die Verwertbarkeit des 
Phänomens der Komplementablenkung zum Nachweis von Anti- 
körpern bei solchen Immunseris, bei welchen unsere bisherigen 
Methoden versagen, in Frage stellen, entzieht sich unserer Be- 
urteilung, da uns darüber praktische Erfahrungen nicht zu Ge- 
bote stehen. Das eine aber dürfte zweifellos sicher stehen, dafs 
die Methode, welche durch eine bisher nicht geübte Art des 
Antikörpernachweises eine Bereicherung unserer seradiagnosti- 
schen Methoden darstellt, den Wert der Agglutinationsreaktion 
in keiner Weise zu beeinträchtigen vermag. 

1) Fornet u. Scherescheweky, Münch, med. Wochenschr., 1907, 
Nr. 80, S. 1471. 

2) Heller u. Tomarkin, Deutsche med. Wochenschr., 1907, Nr. 20. 

3) Friedberger, Wiener klin. Wochenschr., 1907, Nr. 29, S. 879. 
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Ein neuer Apparat zur Bestimmung des absoluten 
Volumens der Baumaterialien und der Erdmassen. 



Von 

Ing. Riccardo Bianchini. 

^Hygienisches Institut der Kgl. Universität Turin. Direktor: 
Prof. Dr. L. Pagliani.) 

Nicht wenige Apparate wurden schon erdacht zur Bestimmung 
des absoluten Volumens der Körper, doch fast alle lieferten nur 
wenig genaue Resultate, viele hatten auch den Übelstand an 
sich, daf8 das Material durch die zur Bestimmung nötigen 
Operationen seine Brauchbarkeit verlor, was in vielen Fällen 
nicht geringen Schaden verursachte. 

Da ich nun zu einer Reihe von Untersuchungen, die ich 
nächstens veröffentlichen werde, innerhalb gewisser Empfindlich- 
keitsgrenzen genauer Bestimmungen bedurfte, erdachte ich mir 
den nachstehend beschriebenen Apparat, mit dem ich bei relativ 
einfacher Technik zufriedenstellende Resultate erhielt, Ich möchte 
denselben daher allen denen empfehlen, die besonders auf die 
physikalischen Eigenschaften der Materialien eingehen wollen. 

Das dem Apparat zugrunde liegende Prinzip ist das be- 
kannte physikalische Gesetz, wonach das Volumen bestimmter 
Gasquantitäten unter sonst gleichen Bedingungen im umgekehrten 
Verhältnis steht zu ihrem Druck. Auf diesen Grund stellten 
sich zwar auch schon andere Apparate, doch liefs sich mit ihnen 
kein zur Bestimmung hinreichend genaues Resultat erhalten. 
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Nacli Voranschickung dieser allgemeinen Angaben sei es mir 
nun gestattet, den Apparat selbst näher zu beschreiben und dann 
die entsprechende Theorie anzuschlieTsen. 

Ein walzenförmiges Glasgefäfs, das je nach den auszuführenden 
Bestimmungen — zu Laboratoriumszwecken genügen gewöhnlich 




Flc. i. 



5 cm InuenmaFs — vermittelst zweier Arme aus Glas mit einem 
besonderen Manometer, bezw. mit einem fest an eine graduierte 
Bürette angeschlossenen Zapfenhahn in Vorbindung steht. 

Das Manometer besteht aus zwei Röhren (s. Fig. 1), einer 
vertikalen von 10 min innerein Durchmesser und einer Kapillär- 
rubre von 1 mm Durchmesser, die aufsen Zentimeter- und Milli- 
metereinteilung trägt und der ersteren gegenüber eine Inklination 
von 7. r )° hat. Diese letztere Röhre ist dann an ihrem Aufsen- 
ende etwas ausgebaucht und besitzt einen dicht abschliefsenden 
Einweg-Glashahn. 
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Die Ausbauchung dient zur Einführung der Manometerflüssig- 
keit, der Hahn dagegen kann zur Ladung des gesaraten Apparats 
verwendet werden. Dieses Manometer mute mit dem zylindrischen 
Hauptgefäfs auf % Höhe — vom Boden des Hauptgefäfses aus- 
gerechnet — in Verbindung stehen. 

Der andere, vom Glasgefäfs ausgehende Arm dagegen mufs 
an einer nahe am Boden des zylindrischen Glasgefüfses gelegenen 
Stelle austreten und in einen Hohlhahn auslaufen, der dann 
einen auf der Vorderseite mit der graduierten Bürette in Ver- 
bindung stehenden Zapfenhahn empfangen soll. Dieser Hahn 
ist derart konstruiert, dafs bei beliebiger Neigung der graduierten 
Bürette beständig eine Verbindung zwischen dem Gefäfs und 
besagter Bürette besteht; dies wird ermöglicht durch ein System 
von Einbuchtungen und Löchern, wie solches bei dem »Volu- 
menometer mit direkter Ablesung«, der (I) von Dr. Ol er und 
dem Verfasser in Vorschlag gebracht worden ist, beschrieben 
wurde. Die Bürette selbst trägt vor der Gradeinteilung einen 
gewöhnlichen Hahn. 

Die Einteilung gibt in dem dem Halm zunächst liegenden 
Teil ccm und 1 { i0 ccm an, in dem hochgelegenen, bedeutend engeren 
Teile dagegen lassen sich '/ioo cc,n ablesen. 

Im oberen Teile verengert sich das Glasgefäfs leicht, ist 
ebenda fein geschmirgelt und trägt einen hermetisch abschliefsenden 
Deckel mit geschmirgelten W änden. Im obersten Teile schliefst 
sich an diesen Deckel als Verlängerungsstück eine kurze Röhre 
an, die mittels eines gewöhnlichen Hahns luftdicht abgeschlossen 
werden kann. 

Die ganze Vorrichtung steht in einem Holzgestell, das ge- 
nügend breit sein mufs, damit dem Ganzen die erforderliche 
Standfestigkeit gewahrt bleibt. 

Verwendung des Apparats. Man füllt das Glas bis 
zu 2 / 3 Totalgehalt mit gut gereinigtem und zuvor gekochtem 
Quecksilber- an: zu gleicher Zeit lafst man dann auch in die 
seitlich gelegene Röhre im unteren Teil des Apparats Queck- 

1) Bianchini R. u. Cler K., Ein neuer Apparat zur Bestimmung <!ch 
spezifischen Gewichts der Baumaterialien. Arch. f. Hyg., Bd. 53, tieft 2, l'.HKi. 
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silber eintreten, nötigenfalls läfst man es in die graduierte Bürette 
eintreten und bis zum Nullstrich der unteren Teilung ansteigen. 

Mit einer einfachen Handhabung des ganzen Apparates 
wird dann gegen die kleinen, ev. im Quecksilber zurückgebliebenen 
Luftbläschen vorgegangen, wodurch dieselben an die Oberfläche 
hinaufgurgeln. 

Nach Beendigung dieser Vornahme schliefst man das Glas 
mit dem Deckel und offenem Hahn, öffnet auch den Hahn des 
Manometers und führt in diesen letzteren solange destilliertes 
und gekochtes Wasser ein, bis der Schwimmer sich in der 
Nähe des Nullstriches der Kapillarröhre befindet. 

Hier angelangt, ist der Apparat fertig zum Gebrauch. Immer- 
hin aber ist es angeraten, noch eine kurze Zeit zu warten, da- 
mit das Quecksilber und die in dem Gefäfs eingeschlossene Luft 
gleiche Temperatur annehmen können. Ist dann dieses ther- 
mische Gleichgewicht hergestellt, so schliefst man den Hahn des 
Deckels und zieht, indem man die Bürette nach uuten drückt, 
eine bestimmte Quantität Quecksilber aus dem Glase. Das 
Manometer wird dann die innere Depression durch eine ent- 
sprechende Verschiebung der in ihm enthaltenen Flüssigkeit zum 
Ausdruck bringen. 

Im Innern des Apparats mufs sich nun derselbe barometrische 
Druck vorfinden wie aufsen, nur vermindert um den, der der 
verschobenen Flüssigkeitskolonne entspricht. Es läfst sich also 
immer ganz genau feststellen, wie weit die Luft jeweils ver- 
dünnt worden ist, denn dazu braucht man nur die inklinierte 
Manometerröhre abzulesen und diese Ablesung mit der in Ver- 
bindung zu bringen, welche an der vertikalen Röhre vorzu- 
nehmen ist, was, wie wir sehen werden, nicht schwer fällt. 

Ist diese Lesung vorgenommen, so öffnet man den Hahn 
der graduierten Bürette und stellt das Niveau des Quecksilbers 
wieder so her, wie es zu Anfang der Bestimmung gewesen war, 
und prüft dann uach, ob das Manometer seine frühere Stellung 
wieder eingenommen hat, womit man sich vergewissert, dafs die 
Luft des Gefäfsinnern die Temperatur des Quecksilbers ange- 
nommen hat. Hierauf wird der Apparat geöffnet und das Material- 
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stück, dessen Voluraenbestimmung vorgenommen werden soll, 
auf eine eigens dazu im Innern des Gefäfses hergerichtete 
Stütze verbracht. Es wird nun der Deckel neuerdings an seine 
Stelle gebracht, zuvor aber dafür gesorgt, dafs der obere Hahn 
geöffnet wird, um zu verhindern, dafs sich im Innern des Appa- 
rats eine Steigerung des Luftdrucks bilde, und dann einige 
Minuten gewartet, damit von neuem der thermische Wechsel vor 
sich gehen kann, worauf der Hahn geschlossen wird, und, wie 
vorbeschrieben, durch Abwärtsbewegung der graduierten Bürette 
auf das Niveau des inneren Quecksilberspiegels eingewirkt wird. 

Zur Ausführung der Bestimmung wird dann entweder eine 
Depression im Innern des Glases hervorgerufen, die der zuvor 
bewirkten und im Manometer abgelesenen gleich ist, und in 
diesem Falle wird Volumendifferenz des verschobenen 
Quecksilbers in Anrechnung gebracht; oder aber es wird ein 
gleiches Volumen Quecksilber entfernt, und dann bei der nach- 
folgenden Bestimmung das verschiedene Ergebnis der Mano- 
meterlesung ins Auge gefafet. 

Theoretisch kann der Apparat, wie wir später sehen werden, 
ohne Unterschied für die beiden Bestimmungsarten verwendet 
werden, in der Praxis aber glaube ich auf Grund zahlreicher 
Versuche, dafs man rascher arbeitet, wenn man zur Bestimmung 
in den beiden aufeinanderfolgenden Versuchen die Verschiebung 
des Quecksilberniveaus konstant hält. Ich würde also dazu 
raten, die erst gegebene Methode nur zur Nachprüfung und in 
ganz besonderen Fällen zu verwenden, da es angesichts der 
auf sergewöhnlichen Empfindlichkeit des Manometers nicht leicht 
ist, zwei gleiche Lesungen zu erhalten, und dies um so mehr, 
als die Flüssigkeit erst nach einer gewissen Zeit (3 oder 4 Minuten) 
ins Gleichgewicht kommt. Anderseits ist es dem Experimen- 
tierenden immer gegeben, das innere Niveau der Quecksilber- 
oberfläche mit annähernder Sicherheit um eine gegebene Quantität 
zu erniedrigen, da, wie sich aus dem theoretischen Teil ergeben 
wird, ein hierbei möglicher Fehler übergangen werden kann. 
Nur mufs eben vor der Ablesung des Manometers so lange ge- 
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wartet werden, bis die Flüssigkeit ihren stabilen Gleichgewichts- 
zustand eingenommen hat. 

Ist diese zweite Lesung vollbracht, so kann man, wie ich 
schon oben auseinandergesetzt habe, zur Nachprüfung übergehen, 
indem man den Apparat, ohne ihn mit der Aufsenluft in Ver- 
bindung zu bringen, in den ganz zu Anfang bestehenden Zu- 
stand zurückversetzt und dann prüft, ob diese Verhältnisse nach- 
einander wieder eintreten, was dann den Beweis geben würde, 
dafs man gut gearbeitet hat. Sind alle diese Vornahmen be- 
endet, so kann das Glas geöffnet, das untersuchte Stück heraus- 
genommen und ein anderes zu neuer Prüfung eingeführt werden. 

Will man das absolute Volumen des in Prüfung stehenden 
Stückes feststellen, so verwendet man die nachstellend angegebene 
algebraische Formel, indem man an Stelle der Symbole die direkt 
aus der Untersuchung sich ergebenden Quantitäten einsetzt. 

Theorie des Apparats. Wie ich bereits auseinander 
gesetzt habe, gründet sich der Apparat auf das bereits erinnerte 
physikalische Gesetz. Bezeichnet man dann in diesem besonderen 
Falle mit V das Volumen der in dem Gefäfse eingeschlossenen 
Luft in dem von dem Quecksilber freigelassenen Raum; mit H 
den atmosphärischen Druck im Moment des Experiments; mit t> 
die Vermehrung, die das primitive Luftvolumen V durch Senkung 
des Quecksilberniveaus von AA zu BB erfahren hat, und die 
man auf der Bürette in ^ioo ccm ausgedrückt lesen kann; und 
bezeichnet man dann mit h die auf dem Manometer abgelesene 
Depression, der zufolge die im Innern desGefäfses bestehende 11 — h 
sein mufs, so erhält man : V: V -\- v — II — h : II, woraus man mit 

eiufachen Umwandlungen erhält: V—v^-- ^. (1) Im zweiten 

Gliede ist alles bekannt, und es läfst sich somit auch das Vo- 
lumen V der in dem leeren Apparat existierenden Luft be- 
stimmen. 

Stellen wir uns nun vor, dafs in den Apparat irgendwelches 
Materialstück eingeführt wird; unter diesen Umständen wird also 
dann ein Teil der vorher daselbst bestehenden Luft von der 
Materie des Körpers eingenommen, während die in den Poren einge 
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schlossene Luft den Druckveränderungen der den Körper um- 
gebenden Luft folgt. Bezeichnen wir mit V das neue, in diesem 
2. Falle im Apparate vorhandene Luftvolumen, stellen wir uns 
vor, dafs auch hier das Niveau des Quecksilbers von AA zu BB 
um ein v gleiches Volumen erniedrigt worden sei, und dafs die 
neue sich im Innern des Gefäfses bildende Depression in diesem 
zweiten Falle dagegen H — h' sei , da h' die neue Höhe angibt. 




Kig. 2. 



auf der die Flüssigkeit im Manometer angelangt, so ergibt sich 

bei Verwendung des vorhergehenden Verfahrens V — v (2). 

Auch in dieser Formel ist durch den Apparat im zweiten (ilied 
alles bekannt, wodurch also die Berechnung von V\ d. h. des in 
dem Apparat eingeschlossenen Luftvolumens nicht mehr schwer 
fällt. 

Zieht man nun den Unterschied zwischen den beiden Be- 
stimmungen, so erhält man ohne weiteres das Volumen der 
Materie des in das Gefäfs eingeführten Materials. Stellt man 

Archiv für Hygiene. Bd. 1.X1V. 11 
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jedoch den algebraischen Unterschied zwischen den Gleichungen 
(1) und (2) mit einfachen Umwandlungen fest und verfolgt dann 
die gegebenen Operationen, so erhält man V — I'' = gesuchtes 

Volumen = vll . (3) Der erste Teil des zweiten Gliedes vll 

'ist eine Quantität, die der Bestimmung zufolge insofern für konstaut 
gehalten werden kann, insofern als sie weder eine Konsequenz 
des Volumens des eingeführten Materials ist, noch des Niveaus, 
auf dem zu Anfang der Spiegel des Quecksilbers steht. Nach- 
dem also festgestellt ist, dafs für ein gegebenes Fassungsvermögen 
des Glasgefäfses eine Senkung um eine bestimmte Anzahl von 
ccm zweckmäfsig ist, kann die Quantität von v H von vornherein 
in den normalen atmosphärischen Druckverhältnissen sehr nahe- 
stehenden Werten von // bemessen werden, und so hat dann der 
Experimentierende nur das von dem zweiten Teil des zweiten 
Gliedes in Gleichung (3) gegebene Verhältnis zu entwickeln und es 
hierauf mit dem Koeffizienten zu multiplizieren, der aus der Tabelle 
und ihrer Beziehung zu dem im Augenblick der Bestimmung 
abgelesenen barometrischen Drucke hervorgeht. 

Es ist dabei nicht erforderlich, auch der Luftdichtigkeit 
Rechnung zu tragen, da die Bestimmungen so rasch aufeinander- 
folgen, dafs die Veränderungen der Dichtigkeit und des Druckes 
von den gewöhnlich hierzu gebrauchten Apparaten überhaupt 
nicht wahrgenommen werden können. Wollte man diese Luft- 
dichtigkeit dann aber auch wirklich in Anrechnung bringen, so 
wäre ihr Eiufiufs als ein in die Berechnung einzubegreifender Kor- 
rektionskoeffizient doch nur sehr unbedeutend. 

Nur für den Fall, dar« in verschiedenen, voneinander ge- 
trennten Zeitabschnitten experimentiert werden müfste, mufs 
auch Temperatur und Barometerdruck in Rechnung gestellt und 

somit die bekannte Formel V u = V 1GQ _^ ouü367 angewandt 

werden, bei der II die am Barometer abgelesene Pression, t die 
Temperatur der Luft, e die Spannung des in der Atmosphäre 
bestehenden Wasserdampfes zum Ausdruck bringt. Alle diese 
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Daten sind natürlich im Augenblick der Bestimmung abge- 
nommen. 

Auf diese Weise erhält man V 0 , d. h. das in dem Apparat 
vorhandene Gewichtsvolumen in seiner Beziehung zu normalem 
Drucke und Temperatur von 0°. Führt man dann in die Gleichung 
(4) die Temperatur und den Druck der zweiten Lesung ein, und 
entwickelt, so erhält man V 0 \ und zieht man dann den Unter- 



schied zwischen V 0 und K„\ so kann man das gesuchte absolute 
Volumen bestimmen. 

Auch in diesem besonderen Falle müssen die Bedingungen 
des Apparats dieselben bleiben wie vorbesagt, da die Korrektion 
nur an den nach beendeter Operation jeweils erhaltenen Volumen 
vorgenommen werden kann. 

Bis hierher habe ich die Technik vorgeführt, die zu ver- 
folgen ist, wenn man mit dem Apparat derart experimentieren 
will* dafs bei den nachfolgenden Experimenten das Volumen v 
des entzogenen Quecksilbers konstant ist. Nun kann man aber 




Flg. S. 
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auch, wie ich schon eingangs erwähnt habe, die graduierte Bürette 
in einer Weise verwenden, dafs man, ohne sich weiter um das 
dem Glase entnommene Quecksilbervolumen zu kümmern, bei 
den beiden aufeinanderfolgenden Bestimmungen eine Druck- 
stäudigkeit in der in dem Apparat eingeschlossenen Luft erhält. 
Dazu kann man kommen, wenn man Vorsorge trifft, dafs für 
jede Bestimmung die ManometerHüssigkeit in dem auf der Vorder- 
seite des Gefäfses laufenden, graduierten und inklinierten Arme 
dasselbe Niveau erreicht. 

Gibt man also, denn auch in die.sem Falle bestehen vor- 
besprochene Verhältnisse, den Symbolen den vorbesagten Wert, 

so erhält man bei der ersten Lesung V v ^ (5) während 

sich dagegen bei der zwoiten Lesung, d. h. wenn im Apparate 
das Materialstück eingeführt ist, dessen absolutes Volumen man 
bestimmen will, bei Aufrechterhaltung des vorstellenden Wertes 

der bei (2) gegebenen Symbole V v ^ (6) ergibt , eine 

Gleichung, bei der v' das Quecksilbervolumen darstellt, das dem 
Gefäfs entzogen werden mufste, damit der Druck in dem Mano- 
meter dieselben Verhältnisse vorfand wie bei der ersten Be- 
stimmung, und unzweifelhaft insofern verschieden sein mufste, 
als bei dem zweiten Experiment das eine gewisse Luftmasse 
eirmehinende Materialstück vorhanden ist. 

Will man dann das Volumen der Materie erhalten, so genügt es 
auch iu diesem Falle gliedweise die Differenz zwischen (5) und 
(6) zu ziehen. Entwickelt man dann die angegebene algebraische 
Berechnung und vereinfacht den erhaltenen Ausdruck, so erhält 

man V — V = gesuchtes Volumen -: (v — v') (?)■ 

In diesem Falle kann der zweite Faktor des zweiten Gliedes 
der Gleichung insofern für eine konstante Quantität gehalten 
werden, als er in Abhängigkeit von dem Umfang des Apparats 
innerhalb dor Grenzen der Variationen des gewöhnlichen baro- 
metrischen Druckes wird berechnet werden können. Dabei ver- 
steht os sich von selbst, dafs die Tabellen von dem Umfange 
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des Apparats abhängen müssen, da die Empfindlichkeit des 
Manometers doch ganz natürlicherweise je nach dein Durch- 
messer und der Höhe des Gefäfses verschieden ist. 

Aufserdem werden die Tabellen dann aber auch von der 
Dichtigkeit des im Manometer verwendeten Liquid» abhängen, 
das am besten das Wasser sein wird, in besonderen Fällen aber 
und bei sehr empfindlichen Apparaten auch durch eine andere 
weniger dichte Flüssigkeit ersetzt werden kann. In diesem Falle 
wird dann natürlich auch der Wert des h je nach dem ange- 
wandten Mittel variieren. 

Die Gesamtheit der zur Bestimmung und Präparation der 
den Korrektionskoeffizienten des Apparats bestimmenden Tabellen 
verlangten technischen Erfordernisse spricht, von ganz besonderen 
Fällen abgesehen, auch vom technischen Standpunkte aus zu- 
gunsten der ersten Experimentierungsmethode und also zu- 
gunsten der Formel (3) zur Verwendung der den Wert von vH 
gebenden Tabellen, der Entwicklung der im zweiten Faktor an- 
gezeigten Berechnung unter Benutzung der am Manometer er- 
haltenen Ablesungen. 

Es steht aufser Zweifel, dafs mit derGleichung(7)die durch den 
Experimentierenden noch auszuführenden Berechnungen weit ein- 
facher sind als die zu Formel (3) erforderlichen. Fafst man aber 
auch alle Umständlichkeiten und Anforderungen zum Erhalt 
leicht verwendbarer Tabellen zusammen, so glaube ich, dafs 
auch da bei sonst gleichen Verhältnissen das erste Vorgehen 
viel genauer ist als das zweite, während doch schliefslich die 
vermehrte Berechnung eine ganz relative Sache ist, und 
anderseits die Quantität der technischen Vornahmen der auf- 
einanderfolgenden Bestimmungen bei diesen zwei Methoden die- 
selbe ist. 

Es ist dann leicht einzusehen, dafs was im vorigen über 
die Dichtigkeit der Luft bei nicht unmittelbar nacheinander aus- 
geführten Bestimmungen gesagt worden ist, auch für diese zweite 
Methode gilt; die Korrektion aber ist da bei den nachfolgenden 
Operationen überflüssig. Die genaue Anwendung der Formel 
verlangt ferner, da der barometrische Druck in Quecksilbersäulen 
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bewertet worden ist, eine Umrechnung der Manometerlesung in 
Flüssigkeitssaulen gleicher Dichtigkeit. Zu diesem Zwecke divi- 
diert man die Anzahl der an der Einteilung der Kapillarröhre ab 
gelesenen Millimeter direkt durch das spezifische Gewicht des 
Quecksilbers, zieht dabei auch die Temperatur in Betracht, in der man 
arbeitet und nimmt die ihr entsprechende Korrektion vor. Hierzu 
kann man sich der in den Lehrbüchern für Physik gegebenen Tabellen 
bedienen, und so darf dann die Korrektion keine bemerkens- 
werten Schwierigkeiten mehr bieten. Doch auch aus diesem 
Grunde ist die erste Methode immer wieder vorzuziehen im Hin- 
blick auf den Gebrauch des Apparats, da bei der zweiten Me- 
thode zur Vermeidung zu grofser Umständlichkeit in der Fassung 
der Tabellen die Konstante von Fall zu Fall korrigiert werden 
mufs, während die Quantität t>, das aus dem Apparat mit Hilfe 
der graduierten Bürette entfernte Volumen Quecksilber, durch 
die Temperaturschwankungen nur ganz unbedeutende Volumen- 
veränderungen erleidet. 

Will man die Berechnung nicht äufserst verwickelt ge- 
stalten, so ist angesichts der Notwendigkeit dieser Korrektion als 
normale Manometerflüssigkeit in normalen Fällen am besten das 
Wasser anzuraten, um so mehr als die Empfindlichkeit der Be- 
stimmungen auch im Vergleich zu den anderen Fehlern, die bei 
den Bestimmungen begangen werden, durch die Notwendigkeit 
der Verwendung des Barometers, der bei den gewöhnlichen In- 
strumenten eine Lesung über Vio mm nicnt gestattet, vollauf ge- 
nügend ist. 

Zur Manometerablesung ist der Apparat derart konstruiert, 
dafs einer Verschiebung im vertikalen Arme des Manometers 
um eine gegebene Quantität eine lOOmal so grofse Verschiebung 
im inklinierten entspricht. 

Wie bereits bei der Beschreibung der Vorrichtung erwähnt 
wurde, hat der vertikale Manometer einen innern Durchmesser 
von 10 mm, die Kapillarröhre dagegen nur 1 mm Durchmesser. 
Dem physikalischen Gesetz zufolge wirkt der Druck immer in 
derselben Weise ein, gleichviel welches auch immer die beein- 
flufste Flüssigkeitsoberfläche sein mag. 
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Sobald das Glasgefäfs des Apparats vermittelst des oberen 
Habnes mit der Atmosphäre in Verbindung steht, sind die beiden 
Arme des Manometers demselben Drucke ausgesetzt und die Mano- 
meterflüssigkeit steht dann in beiden auf derselben Höhe. Ist be- 
sagter Hahn dagegen geschlossen, und wird in der im Apparat 
eingeschlossenen Luft eine Druckveränderung wahrgenommen, 
so wird die Manometerflüssigkeit zu einer Art Ventil und wird 
erst dann ihre Gleichgewichtsstellung einnehmen, wenn die 
Flüssigkeitssäule im vertikalen Arm im Gleichgewichte steht zu 
dem auf die Kapillarrühre einwirkenden Aufsendruck. 

Die Flüssigkeitskolonne im vertikalen Arm nimmt also zu, 
infolge des Unterschiedes im Durchmesser der beiden kommuni- 
zierenden Röhren entspricht nun aber jeder Zunahme der verti- 
kalen Kolonne in der Manometerröhre um 1 mm ein Zurück- 
gehen der Flüssigkeit um 100 mm in der Kapillarröhre. 

Will man sich davon einen klaren Begriff machen, so ge- 
nügt es, den Flächenraum der beiden Röhren zu berechnen, die 
betragen : 

7< 3.142X 10 2 ^ 78,55 mm- und '/« 3-142 X l 2 - 0,7855 mm 2 . 

Will man also in der Röhre mit gröfserem Diameter eine 
Vermehrung um 1 mm erhalten, so mufs die Flüssigkeitskolonne 
in der Kapillarröhre eine Strecke von 100 mm durchlaufen, denn 
einem jeden Millimeter entspricht ein in die gröfsere Manometer 
röhre eingetretenes Flüssigkeitsvolumen von Millimeter 0,7855. 

Nach dem bis dahin Gesagten leuchtet es ein, dafs die Emp- 
findlichkeit des Apparates immer die gleiche ist, welches auch 
immer der durch die beiden Manometerröhren gebildete Wiukel 
sein mag; mit andern Worten kann bei diesem Apparat der 
Sinus des durch die beiden Arme gebildeten Winkels übergangen 
werden, was bei dem Recknageischen Manometer nicht der 
Fall ist. Die einzige Korrektion, der hier bei der Entwicklung 
der Berechnungen gedacht werden mufs, ist die aus der Diameter- 
verschiedenheit der beiden Röhren entspringende. Diese Kor- 
rektion ist aber bei jedem einzelnen Apparat eine besondere und 
mufs von dem Erbauer des Apparats jedesmal angegeben werden. 
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Einmal festgesetzt, braucht diese Korrektion später weder nach- 
geprüft noch von neuem korrigiert zu werden, weil kein Grund 
vorhanden ist, der zu dem Gedanken berechtigte, dafs diese Kon- 
stante des Apparats irgend welche Veränderungen erleiden könne. 

Damit bleibt dann auch gleichzeitig festgestellt, dafs mit der 
besonderen, den beiden Manometerröhren gegebenen Lage mau 
die Lesung der Empfindlichkeit auf l /ioo mra Flüssigkeitskolonno 
erhält, da die Länge eines Millimeters immer ohne weitere Kunst- 
griffewahrgenommen werden kann. Es sei dem noch beigefügt, dafs 
der Experimentierende mit dem Apparate arbeitend stets darauf 
achten soll, dafs Verschiebungen um einige Zentimeter vor- 
genommen werden, da man auf diese Weise ein hinreichend 
weites Feld zur Lesung von Quantitäten erhält, die nach Um- 
rechnung in vertikale Kolonnen noch wahrnehmbar sind; es 
wird also die Lesung eines Millimeters in Wirklichkeit niemals 
vorkommen. 

Was dann die graduierte Bürette anbetrifft, so ist da der 
Fehler, der durch irrtümliche Lesung oder andere Ursachen ent- 
stehen könnte, auch nur sehr gering und kann dem vorhin vor- 
gebrachten zur Seite gestellt werden. 

Nehmen wir in der Tat an, dafs ein Fehler von einem halben 
Hundertstel Kubikzentimeter vorgekommen ist, d. h. 5cmm, eine 
bei dem Durchmesser absolut wahrnehmbare Quantität, und es 
ergibt sich folgendes: der Durchmesser des Gefäfses ist, wie ge- 
sagt, 5 cm, also mufs der Flächenraum sein : 

V 4 3,142 X 5* = 19,63 cm 2 = 1963 mm 2 . 

Soll also im Quecksilberspiegel des Gefäfses eine Verschiebung 
von 1 mm eintreten, so sind dazu 1963 mm 3 Flüssigkeit erforder- 
lich. Da nun aber in der Bürette die Lesung noch jenseits der 
5 cmm stattfinden kann, so ist der Fehler, der bei dem auf- 
einanderfolgenden Zurückbringen des Quecksilbers auf denselben 
Stand begangen werden kann, weit unter einem Hundertstel 
Millimeter, eine im Vergleich zum Fassungsvermögen des Ge- 
fäfses absolut nichtssagende Quantität. Zu bedenken ist dabei 
schliefslich auch, dafs mit dem Anwachsen des inneren Durch- 
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mes8ers des Gefüfses dieser Fehler dann sehr rasch verschwindet, 
was also auch in vorteilhafter Weise gestattet, gröfsere Material- 
massen zur Untersuchung heranzuziehen, ohne dafs dadurch 
Fehler in der Bestimmung entstehen. 

Als Schlufs des Auseinandergesetzten sei hier noch gesagt, 
dafs ich bei Verwendung von Wasser als Manometerflüssigkeit 
äufserst empfindliche Verschiebungen (40 — 50 nun im inklinierten 
Manometerarm) erhalten habe bei Quecksilber entziehungen von 
nur 1 — 2 Zehntel-Kubikzentimeter. Wie ich bereits gesagt, sind 
bei einer solchen Entnahme die Differenzen im iunern Niveau 
des Quecksilberspiegels absolut minimale, was die Empfind 
lichkeit des ganzen Apparats dartut. 

Ein Fehler in der Bestimmung kann nur durch selbst kleine, 
in den unzugänglichen Höhlungen des in Probe stehenden Materials 
eingeschlossene Luftmassen, die während der Bestimmung nicht 
in Aktion treten, hervorgerufen werden. 

Dieser Fall kann aber meiner Ansicht nach bei künst- 
lichem Baumaterial nicht so leicht eintreten, da seine Bestand- 
teile hinreichend homogen und nach jeder Richtung hin porös 
sind, also auch von vornherein das Bestehen solcher Höhlungen 
ausgeschlossen werden könnte. Dasselbe liefse sich auch über 
das aus verschiedenen Mineralien zusammengesetzte Material sagen. 
Dieser Fehler läfst sich aber ebenfalls leicht umgehen, wenn 
man sich der Vorsicht bedient, zuerst das ganze und dann das 
gestückelte Material zu bestimmen. Dafs das Material, welches 
wirklich solche Höhlungen aufweist, solche auch noch nach der 
Zerstückelung aufweisen kann, ist nur schwer glaublich und fast 
unannehmbar. 

Will man aber selbst zugeben, dafs diese Fehlerquelle sich 
wirklich bieten kann, so wird ihr Produkt doch mit der von mir 
vorgeschlageneu Methode immer weniger fühlbar und weniger 
leicht möglich sein, als wenn man das Material einfach ins 
Wasser legt und dann mit Hilfe der Gewichtsabnahme des ein- 
gesogenen Wassers das Volumen des Körpers durch Abzug des 
Wasserquantitativs der Poren feststellen will, wie das bei anderen 
Verfahren der Fall ist. 
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Ich versuchte es sodann, mit dem Apparat auch die Porosität 
der Erd- oder Zementmassen zu bestimmen und war mit dem 
Ergebnis zufrieden. Bei solchen Untersuchungen wird in das 
Glasgefäfs ein zylinderförmiges Stück des zu prüfenden Materials 
in einer kleinen Zinkblechröhre ohne Deckel eingeführt und dann 
die Bestimmung, wie vorbeschrieben, vorgenommen. 

Das Probestück kann direkt dem Terrain oder einem 
Flüggeschen Zylinder entnommen werden, wobei es die Merk- 
male des zu prüfenden Bodens beibehält. 

Nach dem Vorgesagten und auf Grund zahlreicher direkt 
mit Materialieu verschiedenster Qualität uud Struktur angestellter 
Versuche glaube ich behaupten zu dürfen, dafs mem Apparat 
gute Resultate liefern kann: 

1. Weil er leichte und genaue Bestimmungen gestattet; 

2. weil er jedes beliebige Material zu untersuchen imstande 
ist, sei es nun kompakt, bröckelig oder leicht zerfallend ; 

3. weil zum Erhalt von Bestimmungen keine Präzisions- 
gewichtsabnahmen nötig sind; 

4. weil das zu untersuchende Stück nicht verdorben wird 
und somit noch zu weiteren Untersuchungen dienen kann. 

Dieser letzte Umstand ist ganz besonders von Bedeutung, 
wenn nach der ersten Untersuchung weitere Vergleicbsexperimente 
mit demselben Material vorgenommen werden sollen. 
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Ober Agglutination der Meningokokken (Diplococcus 
intracellnlaris meningitidis, Weichselbaum). 

Von 

Julius Eberle, diplom. Arzt 

aus Sohwyi. 

Ans der bakteriologiechen Abteilung des Hygiene-Institut« der Universität 
Zürich. Abteilungsvorstand: Prof. Dr. W. Silberschmidt.) 

Im Züricher Hygiene-Institut werden seit einigen Monaten 
verschiedene Meningokokkenstämme weitergezüchtet. Es wurde 
mir die Aufgabe übertragen, die Agglutination dieser Stämme, 
deren Zahl bis zum Abschlüsse der Versuche auf 18 ange- 
wachsen ist, zu prüfen. 

Sämtliche Reinkulturen stammen aus Cerebrospinalflüssig- 
keit, die fast ausschließlich intra vi tarn durch Punktion ge- 
wonnen worden war, und zeigen mikroskopisch und kulturell 
die charakteristischen Eigenschaften der echten Meningokokken. 

Die Kolonien auf der Agaroberfläche sind rund, verschieden 
grofs, zähschleimig, meist scharf begrenzt, weifsgrau, im durch- 
fallenden Liebte mehr bräunlich, durchscheinend, nicht so dicht 
wie Kolonien von Staphylokokken. Ist viel Material geimpft 
worden, so sind die einzelnen Kolonien nicht mehr isoliert; sie 
bilden dann vielmehr einen konfluierenden, feuchtglänzenden, 
deutlich erhabenen Belag mit Unebenheiten, welche einzelnen 
Kolonien entsprechen. 

Basische Anilinfarben färben die Kokken ungleichmäßig. 
Im Vergleich zu den direkten Ausstrichen aus der Cerebrospi- 
nalflüssigkeit ist der Pleomorphismus ziemlich ausgesprochen. 
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Die Kokken sind auch in Kulturen meistens zu zweien angeord- 
net, die Semmelform ist nicht immer deutlich ausgesprochen, 
und die Gröfse der Einzelkokken ist sehr variabel. Neben der 
Diplo- findet sich sehr häufig die Tetradenanordnung, dagegen 
niemals Kettenbildung. 

Nach der (»ramschen Methode entfärben sie sich leicht, 
sie sind also deutlich Gr am negativ und nehmen bei der Kon- 
trastfärbung mit Ziehl scher Lösung die rote Farbe an. 

Die direkten Kulturen wurden anfangs auf 4proz. Gly- 
zerinagar durch Impfung mit viel Eiter, später auf Ascites* 
oder Blutagar, in einigen Fällen auch in Bouillon oder auf 
Blutserum angelegt. Wie dies von andern Autoren über- 
einstimmend angegeben worden ist, konnten auch wir beob- 
achten, dafs die Züchtung der Meningokokken am sichersten 
und schnellsten auf Ascitesagar gelingt. Auch sind einige Kul- 
turen auf Blutagar gut angegangen. Die direkte Züchtung auf 
Glyzerinagar gelingt nur, weun ziemlich viel Material, und zwar 
speziell Fibrin und Eiter auf den Nährboden gebracht wird, 
dann kann man beobachten, dafs am zweiten oder dritten Tage 
nach der Übertragung im Fibrin oder Eiter kleine Kolonien 
von Meningokokken entstehen. Die zweite Generation auf Gly- 
zerinagar gelang nicht regelmäfsig; die einzelnen Stämme er- 
wiesen sich diesbezüglich verschieden empfindlich. Währenddem 
die einen leicht angingen, war bei andern ein drei-, vier- oder 
fünfmaliges Überimpfen auf Ascitesagar erforderlich, bis die 
Züchtung auf Glyzerinagar gelang. In einem Fall (Stamm Fr.) 
gelang auch nach wiederholter Übertragung auf Ascitesagar die 
Weiterzüchtung auf Glyzerinagar nicht, so dafs dieser Stamm 
stets auf Ascitesagar angelegt und so zu unsern Versuchen ver- 
wendet werden mufste. Die Weiterzüchtung erfolgte sonst aus- 
schliefslich auf 4proz. Glyzerinagar, und zwar wurde die 
L'berimpfung auf neue Nährböden jeden 10. bis 12. Tag vor- 
genommen. Wenn sich nach einer oder mehreren Generationen 
auf Glyzerinagar schwaches Wachstum einstellte, wurde der 
Stamm wiederum auf Ascitesagar überimpft, was neuerdings 
kräftiges Wachstum zur Folge hatte. 
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Die einzelnen Meningokokkenstämine wurden der Reihe nach 
mit verschiedenen Seren auf ihre Agglutinationsfahigkeit geprüft; 
sie gruppieren sich ihrem Alter nach, von dem ältesten zum 
jüngsten aufsteigend, wie folgt: 



Bezeichnung 




I. Kultur 


Ungefähre Anzahl 


der 






der Generatinnen 



Stammkultur 


Anlage 




Wachstum 


z. Z. der V ersuche 


l. Bich. 


1. II. 06 




? 


42 u. 46 


2. Me. 


anfangs II. 06 




■> 


15 


3. Doea. 


9. III. 06 




11. III. 06 


37 u. 38 


4. Br. 


30. III. 06 




31. III. 06 


5. Sehn. 


11. IV. 06 




12. IV. 06 


32 u. 34 


6. We. 


22. IV. 06 




25. IV. 06 


36 u. 3S 


7. Hehr. 


4. V. 06 




5. V. 06 


25 u. 31 


H Oh. 


13. V. 06 




15. V. 06 


35 


9. Barn. 


16. V. 06 


17. V. 06 


26 37 


10 Fa. 

11. So. 


22. V. 06 




24. V. 06 


21» 


20. X. 06 


1 


23. X. 06 


13-17 


12. Wz. 


4. II. 07 




6. II. 07 


3-8 


13. Scha. 


21. II. 07 


1 

i 


22. II. 07 


3 u 5 


14. Str. 


5. III. 07 




6 III. 07 


3 


15. Mil. 


26. III. 07 




27. III. 07 


3 u. 1 


16. Fr. 


15. IV. 07 




16. IV. 07 


4 u. 6 


17. Schra. 


16. IV. 07 


t 


17. IV. 07 


3 u. 4 


18. Bet. 


21. V. 07 


1 


22. V. 07 


2 



Zu den Agglutinationsversuchen mit den eben aufgeführten 
Stämmen verwendeten wir verschiedene MeningokokkenPferde- 
sera, sowie Sera von Kaninchen, welche durch wiederholte 
Injektionen eines einzelnen Meningokokkenstammes vorbe- 
hamlelt worden waren. Auch hatteu wir Gelegenheit, Sera 
von zwei an Cerebrospinalmeningitis erkrankten Menschen zu 
prüfen. 

Daneben wurden vergleichende Untersuchungen angestellt 
mit anderen Antisera und mit Normalsera. 

Ks seien hier die verschiedenen verwendeten Sera der Reihe 
nach aufgezählt. 
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A. Normalsera von gesunden Tieren. 

1. Pferdeserum, aus der vena jugularis steril entnommen; 

2. Kaninebenserum, aus einer Ohrvene aufgefangen ; 

3. Menschenserum, aus menschlichem Placentarblut ge- 
wonnen. 

B. Verschiedene Meningokokkensera. 

L Pferdesera. 

4. a) Meningokokkenserum Bern 

Titer 1 : 3000 Ambozeptoren 0,0005, 

b) Genickstarreserum Bern, welches ausschliefslich zu 
Heilzwecken verwendet wird. 

5. Meningokokkenserum Berlin 

Titer 1 : 2000. 

t\. Meningokokkenserum Merck in zwei Sendungen, ohne An- 
gabe des Titers. 

Diese verschiedenen Sera wurden uns in zuvorkommender 
Weise aus dem Serum und Impfinstitut in Bern (Prof. Dr. K olle) 
zur Verfügung gestellt. Ebenso haben wir vom Institut für 
Infektionskrankheiten in Berlin durch Vermittelung von Herrn 
Geh.-Rat Prof. Dr. Wassermann ein Meningokokkenserum 
erhalten, ferner von der Firma Merck in Darmstadt zwei 
weitere Sera. 

II. Kani nche nsera. 

7. Serum von Kaninchen I, welches in 10 tagigen bis 
3 wöchentlichen Intervallen mit 24 stündigen lebenden 
Kulturen des Stammes So. subkutan geimpft wurde 
und nach 2 Monaten mit dem homologen Stamm einen 
Agglutinationstiter von 1 : 200 zeigte. 

8. Blutserum von Kaninchen II, welches in gleicher Weise 
wie Kaninchen I mit Stamm Sehr, behandelt wurde und 
nach 2 Monaten den homologen Stamm in einer Ver- 
dünnung von 1 : 100 agglutinierte. 
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III. Menschense ra. 

9. Blutserum von Patient Scha., von dem nach glücklich 
überetandener Meningokokkenmeningitis das Blut steril 
aus der Armvene entnommen worden war. Der Patient 
hatte zwei Injektionen von Berner Meningokokkenserum 
zu je 10 ccm erhalten. 

Das Blut wurde mir von meinem Freunde Dr. Spit- 
ze r zugeschickt. 

10. Blutserum von Patient Str., dem ebenfalls nach der Ge- 
nesung von der Meningokokkenmeningitis Blut entzogen 
wurde, welches mir Frl. Dr. Müller zur Verfügung 
stellte. Dieser Patient hatte keine Meningokokken« 
Seruminjektion erhalten. 

Zu V r ergleichszwecken wurden noch folgende Sera verwen- 
det, welche uns ebenfalls vom Berner Impfinstitut freundlichst 
zugestellt wurden : 

C. Andere Antisera. 

11. Antitetauus-Serum, 

12. AntistreptococcenSerum, 

13. Antidiphtherie-Serum. 

Unsere Untersuchungen wurden vorgenommen, um festzu- 
stellen, ob die Agglutination der Meningokokken, welche von 
vielen Autoren für die Diagnose und Differentialdiagnose dieser 
Mikroorganismen als ausschlaggebend bezeichnet wird, einen 
praktischen Wert besitzt. 

Die Agglutination hat in den letzten Jahren zur Erkennuug 
und zur Differenzierung einer grofsen Anzahl von Mikroorga- 
nismen Bedeutendes beigetragen. Auch für die Diagnose der 
Meningokokken ist diese Reaktion von vielen Seiten empfohlen 
worden. Bei der Wichtigkeit der Frage und bei der Schwierigkeit, 
die Meningokokken von anderen Bakterien mittels der üblichen 
Methoden zu unterscheiden, erschien es uns augezeigt, die uns 
zur Verfügung stehenden Stämme in bezug auf ihre Aggluti- 
nationsfähigkeit einer eingehenden Prüfung zu unterziehen. 
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Anordnung der Versuche. 

Die Agglutination wird makroskopisch und mikroskopisch 
vorgenommen. 

Die mikroskopische Agglutination ist besonders geeignet 
für Bakterien, welche Eigenbewegung aufweisen. Die unbeweg- 
lichen Meningokokken lassen sich im hängenden Tropfen schwer 
prüfen, weshalb für solche Bakterien die makroskopische Reaktion 
vorzuziehen ist. Letztere Methode wurde übrigens von den 
meisten Autoren, welche sich bis jetzt mit der Agglutination 
der Meningokokken befafst haben, angewendet. 

Herstellung der Aufschwemmung. 

Wir haben stets eine gröfsere Anzahl von Versuchen gleich- 
zeitig ausgeführt. Es lag uns daran, für ein und dieselbe Ver- 
suchsreihe dieselbe Aufschwemmung zu verwenden. Wir be- 
dienten uns daher fertiger (v. Langelsheim) 1 ) Aufschwem- 
mungen, die mit Karbolsäure versetzt wurden; an Stelle von 
Karbolsäure verwendete v. Langelsheim Formol. 

Die Kulturen wurden in grofsen Ro u x sehen Flaschen von 
ca. 21 cm Länge, 11 cm Breite und Gera Höhe in den meisten 
Fällen auf 4proz. Glyzerinagar angelegt; nur bei dem einen 
Stamm Fr., welcher auf Glyzerinagar nicht gewachsen war, 
wurde Ascitesagar verwendet. 

Die Aufschwemmung erfolgte je nach der Üppigkeit des 
Wachstums nach 24, meist nach 48, in seltenen Fällen nach 
72 Stunden ; über 3 Tage alte Kulturen wurden nie zu Ver- 
suchen verwendet. 

Bei Bedarf von weniger Material wurde die zu prüfende 
Meningokokkenkultur auf einigen Schrägagarröhrchen angelegt 
und diese Röhrchenkulturen zur Herstellung der Aufschwein 
mung benutzt. 

Das Impfmaterial stammte stets aus frischen Schrägagar- 
kulturen. Es wurden 5 — 6 Ösen Material in eine Rouxsche 
Flasche übertragen, welches durch einen im Heifsluftschrank 
sterilisierten, rechtwinklig gebogenen Glasstab auf der Agarober- 
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fläche gleichmäfsig verteilt wurde. Vor Herstellung der Auf- 
schwemmung wurden sämtliche Kulturen jeweils auf ihre Rein- 
heit geprüft. 

Die Aufschwemmung wurde mit je 10 ccm 0,8 proz. 
steriler Kochsalzlösung pro Rouxsche Flasche bereitet. Die 
Kulturen wurden mit dem rechtwinklig gebogenen, sterilen Glas- 
stab von der Agaroberfläche abgestreift, wodurch eine sehr dichte 
Aufschwemmung entstand. Diese wurde mit einer lang ausge- 
zogenen sterilen Pipette aspiriert und in ein steriles Reagens- 
röhrchen gebracht. Zur Abtötung der Kokken wurden der Auf- 
schwemmung 10 ccm 0,5proz. Karbolsäurelösung zugesetzt 
und die Mischung ca. 1 Stunde stehen gelassen. 

Dort, wo an Stelle der grofseu Flaschen OberHüchenkulturen 
auf Schrägagar zur Verwendung gelangten, wurden jedem Röhr- 
chen 2 ccm 0,8proz. steriler Kochsalzlösung zugesetzt, die 
Kulturen mit dem ausgeglühten Platiudraht von der Oberfläche 
abgestreift, die so bereiteten Aufschwemmungen in ein gemein- 
sames, steriles Reageusröhrchen gegossen, mit der der Anzahl 
Kubikzentimeter Aufschwemmung entsprechenden Menge 0,f>proz. 
Karbolsäurelösung versetzt und zur Abtötung ebenfalls ca. 1 
Stunde stehen gelassen. 

Die so bereitete Aufschwemmung ist für Agglutinations- 
zwecke viel zu dicht, sie mufste entsprechend verdünnt 
werden. 

Zur Verdünnung diente 0,8proz. sterilisierte physiologische 
Kochsalzlösung und soviel einer 0,5proz. Karbolsäurelö sung 
bis die fertige Aufschwemmung 0,05 proz. war. 

Die Verdünnung wurde in grofsen, ca. 25 cm langen und 
3 — 4 cm breiten Glasgefäfsen von Reagensglasform vorgenommen; 
in diese im Heifsluftschrank sterilisierten Gefäfse wurde eine 
gewisse Menge 0,8 proz. steriler Kochsalzlösung und 0,5 proz. 
Karbolsäurelösung gegossen und so lange von der konzentrierten 
Aufschwemmung zugesetzt, bis ein bestimmter Grad der Trü- 
bung erreicht war. 

Um für die Bestimmung der Dichtigkeit der Aufschwemmung 
ein konstantes Mafs zu haben, wurde in absolutem Alkohol auf- 
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gelöster Mastix mit destilliertem Waaser so weit verdünnt, dafs 
die Flüssigkeit im auffallenden Lichte undurchsichtig, im durch- 
fallenden Lichte noch etwas durchscheinend war. Mit dieser 
Testflüssigkeit wurden die einzelnen Aufschwemmungen ver- 
glichen und entsprechend weiter verdünnt. 

War die Aufschwemmung so weit hergestellt, so wurde sie 
entweder nach 12 stündigem Stehenlassen oder direkt in im 
Heifsluftschrank sterilisierte Zentrifugierröhrchen übergeschüttet 
und ca. 1 Stunde auf einer nicht sehr starken Zentrifuge zen- 
trifugiert. 

Die Agglutinationsreaktiouen wurden mit der fertigen Auf- 
schwemmung in den meisten Fällen sofort innerhalb 24 Stunden, 
seltener nach 2—3 Tagen, einmal aus äufseren Gründen nach 
f» 1 /* Tagen, einmal nach 13 Tagen ausgeführt. 

Die einzelnen Autoreu, welche sich mit der Agglutinatious- 
reaktion befafst haben, haben verschiedene Methoden angewandt. 
Die meisten benutzten lebende Kulturen; sehr verbreitet ist die 
von Kolle angegebene Methode der Aufschwemmung einer 
Normalöse Agarkultur in 1 ccm Flüssigkeit. 

Bette ncourt und Franca 2 ) verwendeten 24 stündige 
lebende Bouillonkulturen. 

Von Lingelsheim 1 ) hat in einigen Versuchen eine der 
unsrigen ähnliche Methode angewandt mit dem Unterschiede 
allerdings, dafs er an Stelle der Karbolsäure eine 0,25 proz. 
Forraollösung zur Abtotung der Meningokokken benutzte. 

Die Gründe der Verwendung abgetöteter Aufschwemmungen 
für unsere Versuche sind folgende: 

Wir wollten eine einfache Methode, die sich bequem und 
gefahrlos in Laboratorien sowohl wie in Kliniken anwenden 
liefse, erproben. Ferner war es uns daran gelegen, für eine 
Versuchsreihe möglichst gleiches Material zu benutzen. Beides 
liefs sich viel leichter mittels Aufschwemmung grofser Kultur- 
mengen als mittels des zeitraubenden Verfahrens der Auf- 
schwemmung je t^iner Normalöse pro Röhrchen erreichen. 
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Der Einwand, dafs durch die Verwendung abgetöteter Kul- 
turen die Agglutinationsfähigkeit beeinträchtigt sei, haben wir 
anfangs zu widerlegen versucht, indem wir beobachteten, dafs 
Aufschwemmungen mit lebenden Kulturen nicht bessere Resul- 
tate ergaben. 

Der Zusatz einer ziemlich grofsen Menge Karbolsäurelösung 
war geboten, um die Versuchsergebnisse nicht durch nachträg- 
liche, während der Aufbewahrung auftretende Infektionen zu 
trüben. Die Möglichkeit, dafs bei einer andoru Art der Zu- 
bereitung der Aufschwemmung die Meningokokken leichter agglu- 
tinabel bleiben, wollen wir zugeben. tTns lag es aber vor allem 
daran, brauchbare vergleichende Resultate zu erhalten, und 
dieses Ziel glauben wir erreicht zu haben. 

Die fertige Aufschwemmung hat zudem den Vorteil, dafs 
alle Versuchsröhrehen gleichmäfsig getrübt sind, wodurch all- 
fällig Fehldiagnosen auf beginnende Agglutination vermieden 
werden können. 

Eine Zentrifugierung der Aufschwemmung wurde vorge- 
nommen, um Partikel, die beim Abstreifen der Kultur sich vom 
Nährboden lösten, oder gröfsere Bakterienkonglomerate als Boden- 
satz auszuscheiden, um Sedimentierungen durch dieselben in den 
Versuchsröhrchen vorzubeugen. 

Besonders hervorgehoben sei die regehnäfsige Anlegung 
von Kontrollröhrchen. Bei unsern zahlreichen Versuchen mit 
Meningokokken ist es sozusagen niemals vorgekommen, dafs 
die Röhrchen ohne Serumzusatz Pseudo-Agglutination zeigten. 
Bakterien, wie z. B. Streptokokken, lassen sich nicht so gleich- 
mäfsig aufschwemmen und bleiben auch nicht so lange sus- 
pendiert. 

Die gebrauchsfertige Aufschwemmung wurde den ent- 
sprechenden Serumverdünnungen zugefügt, wie sie im folgenden 
beschrieben werden. 

Ausführung der Agglutinationareaktion. 

Die Reaktion wurde in Spitzröhrchen ausgeführt von ca. 

5 cm Länge und ca. 0,0 cm lichter Weite. Vor jedem Versuche 

12« 
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wurden sie durch halbstündiges Erhitzen auf 150° C im Heifs- 
luftschrank sterilisiert. Zur Auffüllung wurden sie in Blech- 
gestelle gestellt, die ähnlich den von Ficker angegebenen kon- 
struiert, aber für Aufnahme einer gröfseren Anzahl von Röhr- 
chen bestimmt sind. 

Zuerst wurde stets das unverdünnte oder verdünnte Serum, 
darauf die Aufschwemmung in die Röhrchen gebracht. Zur 
Kontrolle wurde ein Röhrchen pro Versuch nur mit der Auf- 
schwemmung beschickt. 

Anfänglich wurden die Meningokokkenseren und die drei an- 
deren Antiseren in Verdünnungen von 1:10, 1 : 20, 1 : 50, 1 : 100, 
1:200, 1:500 und 1 : 1000 geprüft ; später wurde die Verdünnung 
1 : 10 weggelassen. 

In den Versuchen mit Menschennormalserum fingen wir mit 
der Verdünnung von 1:5 an; mit den übrigen Normalseren bei 
1:10, und führten die Versuche mit den gleichen Verdünnungen 
durch, bis und mit der Verdünnung 1 :200. 

Serum uud Aufschwemmung wurden mit einer schon seit 
Jahren in unserm Institute für Typhusagglutinationen angewen- 
deten graduierten Pipette abgemessen. 

Diese 1 ccra fassende Pipette ist im untersten Teile in 
Vioo «cm eingetreilt, im oberen Teile, der ein etwas weiteres 
Lumen hat, sind nur Fünfhundertstel- und Vio-Einteilung 6 * 1 ein- 
getragen. 

Für die ersten Röhreben einer jeden Serie wurde das Serum 
direkt abgemessen, während die übrigen Röhrchen mit der ent- 
sprechenden Menge des in einer sterilen Uhrschale mit 0,8proz. 
steriler physiologischer Kochsalzlösung zehnfach verdünnten 
Serums beschickt wurden. 

Der Serumverdünnung wurde die ihr entsprechende Menge 
der zu untersuchenden Aufschwemmung zugefügt, und zwar, 
entsprechend den einzelnen Serumverdünnungeu, die Auf- 
schwemmungen : 
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Verdünnung 



Menge des SerumB 
in cctn 



Menge der 
Meningokokken- 
aufschwemmung 



in cctn 



1:6 

1 ! 10 
1 :20 
1:50 
1 : 100 
1 :200 
1:600 
1: 1000 



0,2 unverdünnt 

0,1 

0,05 

0,02 

0,1 10 fach verdünnt 

0,05 

0,02 

0,01 



0,8 
0,9 

0. 95 
1,0 
1,0 
1,0 

1, ') 
1,0 



VonLingelsheini 1 ) verwendete zur gründlichen Mischung 
von Serum und Aufschwemmung 1 ccm fassende, graduierte 
Mischpipetten; wir benutzten dazu den Platindraht, der auch 
von dem Kontrollröhrchen und den stärkern zu den schwächern 
Verdünnungen aufsteigend, ohne inzwischen ausgeglüht zu 
werden, zur Entfernung der in den Röhrchenspitzen angesam- 
melten Luftblasen dient, da diese die Beobachtung wesentlich 
stören. 

Um die Flüssigkeit vor Verdunstung zu schützen, wurden 
die Spitzröhrchen mit Korkzapfen fest verschlossen. 

Anfänglich machten wir drei parallele Versuchsreihen, die 
eine bei Zimmertemperatur (16 — 18° C), die andere bei Brut- 
temperatur (35—37° C) und eine dritte bei 56—58° C. 

Die Versuche bei 56 — 58° wurden ausgeführt, gestützt auf 
Mitteilungen verschiedener Autoren, welche bei Anstellung von 
Agglutinationsversuchen günstigere Resultate bei 50 — 55° als 
bei 36° erhalten haben. 

Die Versuche bei Zimmertemperatur wurden bald verlassen, 
nachdem es sich herausgestellt hatte, dafs die Reaktion später, 
nicht so sicher und in so hohen Verdünnungen eintrat als bei 
den höheren Temperaturen. 

Die Beobachtungen erfolgten ausschliefslich mit unbewaff- 
netem Auge. Dabei wurden nur diejenigen Fällungen als 
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Agglutination bezeichnet, welche sich beim Schütteln als feine 
Flocken aufwirbeln liefsen. 

Zu Beginn der Versuche haben wir die Reaktion schon 
nach 2 Stunden kontrolliert; bald stellte es sich aber heraus, 
dafs in dieser kurzen Zeit in keinem einzigen Falle brauch- 
bare Resultate zu erhalten waren, so dafs wir erst am folgen- 
den Tag, d. h. 15 — 23 Stunden nach Anlegung des Versuches, 
die ersten Resultate notierten. Die Röhrchen wurden dann 
täglich zweimal kontrolliert, anfänglich 3—4 Tage lang ; später, 
als es sich herausstellte, dafs die Reaktion nach 48 Stunden 
ziemlich konstant blieb, wurden die Röhrchen nur 2 Tage 
lang beobachtet. Die Versuche wurden meistens in der Weise 
angestellt, dafs jeder einzelne Meningococcenstamm mit den 
verschiedenen zu prüfenden Seren gleichzeitig vermengt wurde. 

Als Beispiel sei hier die Agglutination des Stammes Dös. 
mit den verschiedenen Seren angeführt. 



Agglutination des Stammes Dös. mit den verschiedenen Seren. 



Serum 



Verdün 
nung 



bei 37° Resultat bei 66« Resultat 



nach Stunden 
22 48 



nach Stunden 
22 48 















Pferde Normalserum . 1 : 20 


+ 




+ 


+ 


1 : 50 




? 






1 100 










1 : 200 










r 

Menschen-Norraalseriim 1 : 5 


i 


□ 




+ 


1 : 10 










1 20 










1 50 










1 : 100 










1:200 

n 










Kaninchen-Normalser. . L 20 




f 






1 :50 




? 






1 : 100 










1 200 










Kontrollröhrchen l.ei 37° und 56° 


negativ. 
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Verdün 



bei 37° Resultat 
nach Stunden 



bei 56 J Resultat 
nach Stunden 



nung 


Ii 


48 


22 


A O 

48 


1 'Ml 

I : JU 


T- 4" 4" 


-t- 4- 


t i 
t- -r 4 


4-4 r 


1 : 50 


4" + — 


4-4-4- 




4- 4- 4- 


1 : 100 




4-4- 


4- 4- 


4- 4- 


1 :200 





■ 


— 


-- 


1 : 600 


— 


— 


— 


— ' 


1 : 1000 







— 


— 


1 Of» 

1 . -U 


1 ! ! 

+ + -!- 


t r t- 


t I 1 

-l 1-4- 


' 1 1 

t-4-4- 


1 50 




4-4-4- 1 

i i i 


I- 4- 4- 


-V 4- 4- 


1 : 100 




4-4- t- 


-f- 


4- + + 


1 :200 




— 


— 


— 


1:500 






— 


— 


1 1000 


— 


— 


— 


— 


1 . Ol l 


4- 4- -i- 


4-4-4- 


4- 4- 


i 

-r 4- 


1 :50 


■ 1- -f- 

l l i 


4- r 4- 




4- 


1 :100 


4- 


4-4-4- 




1 


1 :200 





f 






1 :500 










1 : 1000 


— 








1 : 20 


f -f 4 


+ 4-4- 


4-4- + 


+ 4- + 


1 :50 


4-4-4- 


4-4- f 


4-4-4- 


4-4-4- 


1 : 100 


4-4-4- 


4-4-4- 


-r 4- 


- 4- 


1 200 










1 :500 








1 : 1000 




1 




1 :20 


4- 4- 


4-4-4- 


+ + 


+ 4- 



Her. von Kaninchen I 



Ser. von Kaninchen II 



Serum Bern 



Serum Berlin . 



Diphtherie-Serum etc. 



1 :50 



4- 



4-4-4- 



■4- 



4- 



Kontrollröhrchen bei 37" und 66° negativ. 
Zu den Tabellen bedienten wir uns folgender Zeichen: 
-f- H — \r — starker Bodensats mit vollständig aufgehellter Aufschwemmung. 



4- 4- 



4- 
? 



= starker Bodensatz mit unvollständig aufgehellter Aufschwem- 
mung oder starke Flockenbildung mit vollständig aufgehellter 
Aufschwemmung. 

= deutlicher Bodensatz oder Wandbelag. 

— Spur von Agglutination. 

= Es kann nicht entschieden werden, ob Agglutination oder Sedi- 
ment der Aufschwemmung vorliegt. 
--- Keine Agglutination. 
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Wegen einer besseren Übersicht wollen wir unsere Resul- 
tate nicht nach den einzelnen Stämmen, sondern nach den ein- 
zelnen Seren geordnet, zusammenstellen. 

Es sei noch besonders hervorgehoben, dafs die einzelnen 
Versuche meistens wiederholt wurden. Fielen die Versuche oder 
einzelne Reaktionen mit den ersten Resultaten nicht überein- 
stimmend aus, so wurden sie zum dritten oder sogar zum vierten 
Male nachgeprüft. 

I. Agglutinationsversuche mit verschiedenen Meningokokkenseren. 

Die Resultate werden nach den einzelnen zur Verwendung 
gekommenen Seren angeführt. Die einzelnen Serumproben wur- 
den während der Versuchszeit im Dunkeln und bei niedrigen 
Temperaturen (im Eisschrank) aufbewahrt. Grofse Unter- 
schiede liefsen sich zwischen dem Beginn und dem Schlüsse 
unserer Untersuchungen bei einigen Vergleichsprüfungen nicht 
nachweisen. 

A. Versuche mit Meningokokken-Pferdeseren. 

1. Versuche mit Berner Serum. 

Aus Tabelle I, Seite 206, ist ersichtlich, dafs sämtliche Meningo- 
kokkonstämme vom Berner Serum agglutiniert worden sind. Aus- 
schlaggebend für die Beurteilung der Resultate ist aber nur 
die Agglutination in höheren Verdünnungen. In dieser Be- 
ziehung lassen unsere Resultate zu wünschen übrig. Von 
18 geprüften Stämmen ist der Unterschied im Verhalten der 
einzelnen Stämme sehr grofs. Während z. B. Bam. und Sehr, 
in Verdünnungen von 1 : 1000 noch deutlich agglutiniert wur- 
den, war dies bei We. und Fr. bei einer Verdünnung von 1 : 50 
kaum der Fall. 

Fassen wir die Resultate unserer Untersuchungen mit 
Berner Serum zusammen, so würden sie lauten : 

Die Agglutination wurde bei sämtlichen 18 geprüften 
Stämmen beobachtet; davon zeigten 2 Stämme Agglutination 
bis zur Verdünnung von 1 : 1000 ; 3 bis 1 : 500 ; 8 bis 1 : 200; 
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3 bis 1 . 100. Ein Stamm agglutinierte deutlich bis 1 : 50, ein 
anderer schwach bis 1 : 50. 

Von den geprüften 18 Stämmen wiesen 11 Stämme bei 
56 — 58° C bessere, 7 schlechtere Resultate auf als bei 37°. 

Unter diesen 7 Stämmen ist das Resultat des Stammes 
Schra. am auffälligsten, da dieser bei Bruttemperatur bis auf 
1 : 200 agglutiniert wurde, während bei 56 — 58° die Reaktion 
schon bei 1 : 20 nicht deutlich positiv war, was durch wieder 
holte Prüfung bestätigt wurde. 

Die besten Resultate bei 50° beziehen sich ausschliefslich 
auf Stämme, die auch bei Bruttemperatur günstige Resultate 
aufwiesen. 

Das Maximum der Reaktion war bei 56 0 meist schon am 
ersten Tage erreicht, während es bei 37° erst am zweiten Tage 
eintrat. 

2. Versuche mit Berliner Serum. 

Die Betrachtung der Tabelle II, Seite 207, ergibt, dafs das 
Meningokokkeuserum Berlin sämtliche Meningokokkenstämme 
agglutinierte. Die individuellen und graduellen Unterschiede der 
Agglutinabilität sind nicht so grofs wie bei der Agglutination 
mit Berner Serum. 

Nur ein Stamm wurde bis zur Verdünnung 1 : 1000 agglu- 
tiniert, ein anderer schwach bis 1 : 500, die meisten bis 1 : 200 
und 1 : 100; einzelne nur bis 1 : 50 und 1 : 20. 

Eine Zusammenfassung der Resultate ergibt: das Berliner 
Meningokokkenserum agglutinierte sämtliche 18 geprüften Me- 
ningokokkenstämme, davon einen bis 1 : 1000, einen zweiten 
bis 1 : 500, 8 bis 1 : 200, 6 bis 1 : 100 und je einen bis 1 : 50 
und 1 : 20. 

Die Agglutination wies bei 56° im allgemeinen schlechtere 
Resultate auf wie bei 37°. Eine Ausnahme davon machen die 
höchst agglutinierten Stämme Ob. & Br., die nicht bei 37 °, son- 
dern bei 56° ihre höchsten Werte erreichten. 

Das Maximum der Reaktion war bei 37° und 56° fast 
gleichzeitig aufgetreten. 



186 



Olu-r Agglutination der .Meningokokken etc. 



3. Versuche mit Merckserum. (Zu Tabelle III, Seite 208.) 

Die Agglutination war bei sämtlichen 18 geprüften Stämmen 
positiv. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Stämmen 
schienen hier nicht sehr deutlich ausgesprochen. Die Aggluti- 
nation in der Verdünnung 1 : 1000 wurde niemals, die Aggluti- 
nation bis 1 : 500 einmal erreicht. Die meisten Stämme wur- 
den bis 1 : 200 und 1 : 100, einzelne nur bis 1 : 50 und 1 . 20 
agglutiniert. 

Auffällig ist das Resultat von Wz., der mit Berner und 
Berliner Serum bis 1 : 200 agglutiniert wurde, während er hier 
bei 37° nur bis 1 : 20, bei 56° gar nicht reagierte. 

Fassen wir die Resultate mit Merckserum zusammen, so 
ergibt sich folgendes : Das Merckserum agglutinierte alle 18 ge- 
prüften Stämme, aber keinen bei der Verdünnung 1 : 1000, 
einen schwach bis 1 : 500, 10 bis 1 : 200, 4 bis 1 : 100, einen 
bis 1 : 50, einen undeutlich und einen sehr schwach bis 1 : 20. 

Die Resultate sind durchschnittlich bei 56° besser ausge- 
fallen; auch das Maximum der Agglutination wurde bei dieser 
Temperatur früher erreicht als bei Bruttemperatur. 

Der Vergleich der drei Meningokokken-Pferdeseren ergibt, 
dafs alle drei Meningokokken-Pferdeseren auf die Meningokokken- 
stamme agglutinierend wirken, dafs aber ihr Wirkungsgrad ver- 
schieden ist. 

B. Versuche mit Menmgokokken-KaninchenBerum. 

Diese Versuche können nicht in gleicher Weise beurteilt 
werden wie die Versuche mit den Meningokokken-Pferdeseren, 
weil die Vorbehandlung der Tiere zu Beginn der Versuche noch 
nicht weit vorgeschritten war. 

Es lag auch nicht in unserer Absicht, vergleichende Unter- 
suchungen zwischen Pferde- und Kaninchen-Immunseren anzu- 
stellen, sondern zu prüfen, ob ein grofser Unterschied zwischen 
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der Agglutination des homologen und der übrigen Stämme be- 
stehe. 

Vorbehandlung der Tiere. Beide Tiere wurden von Anfang an 
mit lebenden Kulturen geimpft. 

Vor der ersten Injektion wog Kaninchen 1 — 2200 g, Kaninchen II 
_ - 2300 g. 

17. XII. 06. Heute wurde beiden Tieren Blut entnommen; das Blutserum 

agglutinierte Meningokokken nicht. 

IS. XII 0f>. Krete Injektion von 1 cem einer frisch aufgeschwemmten Axar 
kultur. 

Kaninchen I wurde ausschliefslich mit Stamm So., Kaninchen II 
ausschliefslich mit Stamm Sehr, vorbehandelt 

18. I. 07. Agglutination von Meningokokken mit Serum von Kaninchen I 

und Kaninchen II negativ. 

15. II. 07. Beide Kaninchen hatten vom 18. I. 07 bis heute zwei weitere 
Injektionen von frischen Kulturen erhalten. Heute Blutent- 
nahme. 

1*> 11.07. Agglutination von Meningokokken mit Serum von Kaninchen I 
positiv (s. Tabelle IV, Seite 209) 

IS. II. 07. Agglutination von Meningokokken mit Serum von Kaninchen II 
positiv (s. Tabelle V, Seite 210). 

2. V. 07. Beide Kaninchen haben bis heute je 7 Injektionen erhalten. 

Üas Blut wurde jeweils am Tage vor einer neuen Injektion 
entzogen und in den Eisschrank gestellt. Am folgenden Tage 
wurde das Serum mit einer sterilen Pipette aspiriert, in sterile 
Reagen8röhrcheu gebracht und darin bis zum Gebrauche im Eis- 
schrank aufgehoben. 

Die beiden Seren wurden mit dem homologen Stamm und 
mit allen übrigen Stämmen zu verschiedenen Zeiten geprüft. 

Weil den Tieren während der Zeit, wo die Versuche aus 
geführt wurden, immer noch Meningokokkenaufschwemmungen 
injiziert wurden, erachten wir es für zweckmäfsiger, in den folgenden 
zwei Tabellen die Versuche nicht nach dem Alter der Stämme 
geordnet, wie bisher, sondern in chronologischer Reihenfolge 
aufzuführen. 
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1. Versuche mit Meningokokkenserum von Kaninchen I. 

(Tabelle IV, Seite 209.) 

Sämtliche 18 Stämme wurden von dem Meningokokkenserum 
von Kaninchen I ziemlich gleichniäfsig agglutiniert. Agglutination 
in den Verdünnungen von 1 : 500 und 1 : 1000 wurde nie er- 
reicht; dagegen agglutinierten 6 Stämme, worunter der homologe 
Stamm bis 1 : 200, 9 bis 1 : 100, 2 bis 1 : 50 und einer bis 1 : 20. 

Wz. und Fr. ergaben die schlechtesten Resultate, während 
Stamm We., der mit den Pferdeseren schlecht agglutinierte, 
bis 1 : 100 agglutiniert wurde. Der homologe Stamm So. wurde 
nach drei Injektionen bis 1 : 200 agglutiniert, nach sieben In- 
jektionen bis 1:100; einige andere Stämme erreichten ihn in 
der Agglutinationshöhe. 

Die Zeit zwischen der letzten Injektion und der Blutentnahme 
betrug ca. anderthalb Monate; das Kaninchen hatte nach der 
letzten Injektion ziemlich stark reagiert. Diese beiden Momente 
erklären wahrscheinlich den Unterschied der Resultate. 

Die Ergebnisse dieser Versuche lauten : Das Serum des mit 
der Kultur So. vorbehandelten Kaninchens agglutinierte den ho- 
mologen Stamm bis 1:200; diesen Agglutinationswert erreichten 
ebenfalls einige andere Stämme. 

Die Resultate bei 37° und bei 56° sind ziemlich gleich. 

Einzig der Stamm Bot. weist bei 37° ein bedeutend besseres 
Resultat auf als bei 56°; das Maximum der Reaktion trat bei 
beiden Temperaturen ungefähr gleichzeitig ein. 

2. Versuche mit Meningokokken-Serum von 
Kaninchen II. (Tabelle V, Seite 210.) 

Die geprüften 18 Stämme wurden vom Serum von Kanin- 
chen II agglutiniert. Agglutinationen in Verdünnungen von 
1 : 1000 und 1 : 500 zeigten sich nicht; dagegen agglutinierten 
vier Stämme sehr stark, fünf Stämme schwächer, bis 1:200, 
sechs, worunter der homologe Stamm (Sehr.) bis 1 : 100, zwei 
bis 1 : 50, einer bis 1 : 20. 
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Der homologe Stamm Sehr, zeigte zu Beginn und am Ende 
der Versuche nur Agglutination bis 1 : 100. 

Das Resultat dieser Versuche lautet: das Meningokokken- 
Kaninchenserum Sehr, agglutinierte sämtliche 18 geprüften Me- 
ningokokkenstämme; dabei wurde der homologe Stamm Sehr, 
bis 1 : 100, andere Stämme bis 1 : 200 agglutiniert. 

Die Versuche bei 56° gestalteten sich etwas günstiger wie 
die bei 37°. Das Maximum der Reaktion trat bei beiden Tempe- 
raturen ungefähr gleichzeitig ein. 

C. Versuche mit dem Blutserum von Meningitiskranken. 

Tabelle VI u. VII, Seite 211. 

Von Patient Str. (Tab. VII) erhielten wir leider zu wenig 
Blut, um ausgedehnte Untersuchungen anzustellen ; aber dennoch 
konnten wir beobachteu, dafs Agglutination bis 1 : 20 am homo- 
logen und an einem heterologen Stamme eintrat. 

Patient Scha. (Tab. VII) lieferte uns Blutserum genug, um 
alle 18 Stämme auf Agglutination zu prüfen ; die Agglutinations- 
reaktion aber kann dem Patientenserum allein nicht zugeschrieben 
werden, da dem Kranken 20 cem Meningokokkenserum Bern in- 
jiziert worden waren. 

Die Betrachtung der Tabelle VI ergibt, dafs unter den 
18 Stämmen der Stamm Wz. sehr schwach, der Stamm Fr. gar 
nicht beeinflufst wurde. Von den übrigen Stämmen wurden Bain. 
bis 1 : 200, fünf Stämme, worunter auch der homologe Stamm 
Scha., bis 1 : 100, zehn Stämme bis 1 : 50, ein Stamm bis 1 : 20 
schwach und ein Stamm gar nicht agglutiniert. 

Aus diesen Resultaten folgt: das Meningokokken-Menschen- 
serum Scha. hat auf die Mehrzahl der Meningokokkenstämme 
agglutinierende Wirkung. Die höchsten Werte sind 1 : 200 und 
1 : 100; eine stärkere Agglutination des homologen Stammes Scha. 
ist nicht nachweisbar. 

Die Resultate bei 37° sind günstiger. Das Maximum der 
Reaktion ist bei beiden Temperaturen ungefähr gleichzeitig er- 
reicht. 
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Einflufs der Temperatur auf die Agglutination. 

Von verschiedenen Autoren ist die optimale Temperatur für 
Prüfungen auf Agglutination nicht übereinstimmend angegeben 
worden. Aus diesem Grunde haben wir fast alle unsere Ver- 
suche bei Bruttemperatur und bei 56—58° C vorgenommen. 

Um aber den Einflufs der Agglutination bei Zimmertemperatur 
auch in den Bereich unserer Betrachtungen zu ziehen, haben 
wir mit einer Anzahl von Stämmen gleichzeitig drei Versuchsreihen 
angestellt. Die Resultate dieser Versuche sind auf Tabelle VIII, 
Seite 212 und 213, zusammengestellt. 

Wir haben schon bei Betrachtung der früheren Tabellen be- 
obachten können, dafs zwischen den Versuchen bei 37° und 56° 
keine Übereinstimmung besteht. Die einen Stämme wurden 
besser bei der höheren, die andern besser bei Bruttemperatur 
von ein und demselben Serum agglutiniert. In keinem einzigen 
Falle ist aber bei der einen Temperatur die Agglutination voll- 
standig ausgeblieben, während sie bei der andern deutlich war, 
so dafs es für praktische Zwecke genügen wird, entweder bei 
37° oder bei 56° zu agglutinieren. 

Die Reaktion schien in vielen Fällen bei 56° etwas früher 
aufzutreten ; aber auch hier herrschte keine Gesetzmäßigkeit. 

Die Agglutination bei Zimmertemperatur erscheint auf Grund 
unserer Untersuchungen nicht empfehlenswert. 

Versuche mit Chlorkalziumzusatz. 

Unsere bisherigen Versuche mit Meningokokkeuserum haben 
ergeben, dafs alle Stämme agglutiniert werden, dafs aber die 
einen leichter, die anderen schwerer agglutinabel sind. Auf- 
lallend ist, dafs der Titer, auch der stärker agglutinierenden Sera, 
im Verhältnis zu den Befunden anderer Autoren verhältnismäfsig 
niedrig ist. 

Unter den Substanzen, welche die Agglutination verbessern 
sollen, ist in letzter Zeit Chlorkalzium (Ca Cl 2 ) empfohlen worden.*) 
Wir versuchten, ob diese Substanz auf die Meningokokkenagglu- 
lination einen Einflufs ausübe. 
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Wir stellten eine 5proz. Lösung von Chlorkalzium (kristal- 
lisiert, hygroskopisch) in destilliertem Wasser her und setzten 
vou dieser Lösung soviel hinzu, dafs die Aufschwemmung 0,2°/ u 
Chlorkalzium enthielt. Sie hatte somit, die 0,8proz. physiolo- 
gische Kochsalzlösung inbegriffen, einen Salzgehalt von 1,0 °/ 0 . 

Es wurde eine Anzahl Parallelversucho mit und ohne Chlor- 
kalziumzusatz ausgeführt, und zwar mit 7 verschiedenen Stämmen 
und den Seren Merck und Bern, sowie mit den Seren von 
Kaninchen I und II. 

Die Resultate waren wechselnd, bald besser, bald schlechter. 
Die Unterschiede in der Hohe der Agglutination waren nicht 
konstant und nicht grofs. Das eine Mal trat in dem Chlor- 
kalziumversuch Agglutination bis 1 : 200, in dem Versuch ohne 
Chlorkalziumzusatz bis 1 : 100 ein. Ein anderes Mal zeigten 
sich mit dem gleichen Stamm umgekehrte Werte ; nur der Stamm 
Schra. machte eine Ausnahme davon. Er wurde in der Chlor- 
kalziumaufschwemmung bis 1 : 10OO, in der gewöhnlichen nur 
bis 1 : 100 agglutiniert. 

Unsere Resultate gestatten uns nicht, den Chlorkalzium- 
zusatz als sicher wirkendes, die Agglutinationsreaktion ver- 
besserndes Mittel zu bezeichnen. 

Einwirkung des Zentrifugierens auf die Agglutination. 

Gaehtgens 6 ) empfiehlt zur Beschleunigung und zur Ver- 
besserung der Reaktion die Zentrifugierung der mit Serum ver- 
mengten Aufschwemmung und berichtet über günstige Resultate 
bei der Typhus- und Paratyphi usagglutination. Nach seinen An- 
gaben genügt ein 10 Minuten langes Zentrifugieren. 

Wir machten einige analoge Versuche mit Meningokokken- 
aufschwemmung und Meningokokkenserum. 

Die Aufschwemmung wurde in üblicher Weise hergestellt 
und auf der Wasserzentrifuge zentrifugiert , dann aber noch 
10 Minuten laug auf einer elektrischen stärkeren Zentrifuge nach- 
zentrifugiert, so dafs alle Partikelchen ausgeschleudert wurden. 
Sie wurde dann in der gewöhnlichen Weise in den Spitzröhrchen 
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mit dem Serum zusammengebracht. Die so gefüllten Spitz- 
röhrehen wurden sofort mit einem Kontrollröhrchen, das nur 
Aufschwemmung enthielt, in die elektrische Zentrifuge (ca. 2500 
Touren) gebracht und 10 Minuten lang zentrifugiert. Dann 
wurden die Röhrchen untersucht. 

Es zeigte sich meist in jedem Höhrchen ein kleiner Boden- 
satz. Dieser Bodensatz, der auch im Kontrollröhrchen aufge- 
treten war, konnte nicht als Agglutination, sondern nur als 
Sediment betrachtet werden. Eine eigentliche Agglutination war 
nach dem Zentrifugieren nicht zu beobachten. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dafs das Zentrifugieren 
bei gewöhnlicher Temperatur keine Beschleunigung und Begün- 
stigung der Agglutination der Meningokokken bedingt. 

Wir haben schon weiter oben erwähnt, dafs die Agglutination 
bei Zimmertemperatur nicht, oder nur ganz schwach auftritt; 
möglicherweise wäre die Zentrifugierung bei höherer Temperatur 
erfolgreicher. 

II. Agglutination mit nicht spezifischen Seren. 

Es ist von den verschiedenen Autoren, welche die Aggluti- 
nation der Meningokokken untersucht haben, darauf hingewiesen 
worden, dafs diese Agglutination nicht nur mit spezifischen Seren, 
sondern auch, allerdings in geringerem Grade, mit Normalseren 
auftritt. 

Für die Beurteilung des Wertes der Agglutination von Meningo- 
kokken ist es daher unbedingt erforderlich, andere, nicht spezi- 
fische Serumproben zu prüfen. 

Zu Parallelversuchen wurden Sera gesunder Menschen und 
Tiere, ferner verschiedene Antisera verwendet. 

1. Versuche mit Normalseren. (Tabelle IX, Seite 214 u. 215.) 

Es gelangten Pferde-, Kaninchen- und Menschennormalseren 
zur Untersuchung. Die Agglutination mit Pferdenormalserura, 
das für alle Versuche vom gleichen Pferde stammte, wurde an 
sämtlichon 18 Stämmen geprüft und war überall positiv. In 
keinem einzigen Falle war die Agglutination bis 1 : 100 deutlich; 
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dagegen agglutinierten über die Hälfte der Stämme bis 1 : 50, 
alle übrigen deutlich bis 1 : 20. 

Das für die Versuche verwendete Kaninchennormalserum 
stammte aus dem Blute von zwei verschiedenen Tieren. 

Mit Kaninchennormalserum ergaben sich folgende Resultate : 
drei Stämme agglutinierten bis 1 : 100, 5 bis 1 : 50, 6 bis 1 . 20; 
bei vier Stämmen war auch bei der Verdünnung 1 : 10 keine 
Agglutination zu beobachten. 

Zu den Versuchen mit Menschenserum wurden drei ver- 
schiedene Seren verwendet. Die Versuche wurden mit 1 1 Stämmen 
angestellt. 

Die Resultate sind im allgemeinen bedeutend ungünstiger 
als mit Pferde- und Kaninchennormalserum. Bei 1 : 20 wurde 
in keinem Falle Agglutination beobachtet, bei 1:10 nur 2 mal, 
und sogar bei der stärksten Konzentration von 1 : 5 war die Re- 
aktion nicht mit allen Stämmen positiv. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, dafs auch nach Zusatz 
von Normalserum von Menschen, Pferden oder Kaninchen eine 
Agglutination von Meningokokken eintreten kann. Zwischen 
den einzelnen Serumarten waren aber nicht unbedeutende Unter- 
schiede zu konstatieren, indem Kaninchenseren in einzelnen 
Fällen bis 1 :100, Pferdeserum meist bis 1 . 50, Menschenserum 
hingegen nicht höher als bis 1:10 agglutinierten. In keinem 
einzigen Falle war eine Agglutination bei 1 : 200 eingetreten. 

2. Versuche mit Antisera. (Tabelle X, S. 216.) 

Die Versuche wurden mit Diphtherie, Tetanus und Strepto- 
kokken-Antiseren aus dem Berner Serum- und Impfinstitut aus- 
geführt. Es wurden 13 verschiedene Stämme geprüft. 

Sämtliche Sera agglutinierten Meningokokken; die individu- 
ellen Unterschiede sind klein ; in der Hohe der Agglutinations- 
werte verhielten sich die einzelnen Sera etwas verschieden. 

Streptokokken- und Tetanusserum agglutinierten niemals, 
Diphtberieserum nur einmal bis zur Verdünnung 1:100. 

Archiv für Hygiene. B.l I.XIV. 13 
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Die Zusammenfassung der Resultate ergibt : die 3 geprüften Anti- 
sera (Tetanus, Streptokokken und Diphtherieseruin) agglutinierten 
die 13 untersuchten Stamme, aber keinen bis zu der Verdünnung 
1:200, einen bis 1:100, die meisten bis 1:50, alle übrigen bis 1:20. 

Am stärksten agglutinierend wirkte das Diphtherieserum, 
etwas schwacher die zwei anderen Seren. Grofse Unterschiede 
bestanden weder zwischen den einzelnen Seren, noch zwischen 
den einzelnen Stämmen. 

Ein Vergleich zwischen den Normalsereu und den geprüften 
Antiseren führt zu dein Schlüsse, dafs die Normalsera und die 
drei Antisera auf den Meningokokkus agglutinierend wirken, und 
zwar mit Ausnahme des Menschennormalserums bis zu einer 
Verdünnung von 1 : 100. Hei 1 : 200 trat niemals Agglutination auf. 

Ein deutlicher Unterschied zwischen dem Serum vorbehan- 
delter (mit Diphtherie-Tetanus und Streptokokken) und nicht vor- 
behandelter Tiere war nicht festzustellen. Die Versuche fielen 
meistenteils bei 37° günstiger aus wie bei 56— 58° 0. 

III. Agglutinationsversuche mit anderen Kokken. 

Nachdem wir gezeigt haben, dafs Normalsera, Meningo- 
kokken- und andere Immunsera auf Moningokokken agglutinierend 
wirken, bleibt uns noch festzustellen , ob diese Wirkung sich 
nur auf den Meningokokkus bezieht, oder ob auch andere Kokken 
von den verschiedenen Seren agglutiniert werden. Wir haben 
daher mit folgenden Kokken Agglutinationsversuche vorgenommen : 

1. Gonokokken. Reinkultur aus Eiter von einem akuten 
Harnröhrentripper; 

2. Mikrococcus catarrhalis; 

3. Diplococcus von Jaeger; 

4. Diplococcus crassus (von Li n gel s he i m) ; l ) 

5. Streptokokken von einem Falle von Sepsis; 

f». Staphylokokken aus der Mundhöhle rein gezüchtet. 

Die Aufschwemmungen wurden in analoger Weise bereitet. 
Es stellte sich aber bald heraus, dafs diese Kokken, uament- 

1) Diese drei Ileinkulturen Rtammen aus dem Kral «oben Laborat. in Prag. 
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lieh der Mikrococcus catarrhalis, sich nicht so leicht und gleich- 
mäßig aufschwemmen lassen wie die Meningokokken. Daher 
wurde jede Aufschwemmung vor der Zentrifugieruug ca. zwei 
Stunden auf dem tSchüttelapparat geschüttelt, was eine bessere 
Suspension bewirkte. Im übrigen wurden die Versuche in gleicher 
Weise ausgeführt wie diejenigen mit Meningokokken. Sie seien 
hier kurz besprochen. 

1. Versuche mit Gonokokken. Die hier aufgeführte 
Tabelle gestattet eine Übersicht über die erhaltenen Resultate: 



Serum 


Verdün- 
nung 


bei 37° 
Resultat n. 


C 

Stdn. 


hei 50 -58° C 
Resultat n. Stdn. 




20 


42 


20 


42 


Pferdenormalserum . 


1 : -20 
1 : 50 
1 : 100 
1 : 200 


fr 1 • 


'tt 
- --r 







Berner Serum . 



Merck-Serum 



Berliner Serum. 



Tetuuusserutn 



• • ■ 



Streptokokkonserum 



1:20 
1 :5U 
1 : 100 
1 200 
1 : 500 
1 : 1000 

1 20 
1 :50 
1 : 100 
1 : 200 
1 : 500 
1 : 1000 

1 : 20 
1 : 50 
1 : 100 
1 200 
1 :500 
1 : 1000 

1 20 
1 50 
1 : 100 

1 : 200 
I ; 600 
1 : 1000 

1 : 20 
1 5il 
1 : 1110 
1 : 200 
1 : 500 
1 : KHK. 



-t + 

- + 



+ + + 
+ + 
-r + 
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! - 
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Kontrollen bei 37 und 56° negativ. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, agglutinierte Pferde- 
normal serum Gonokokken bis 1:50; sämtliche geprüften Meningo- 
kokkensora agglutinierten bis 1 : 200, die übrigen Antisera von 
1 : 50 bis 1 : 100. 

2. Versuche mit Mikrococcus catarrhalis. Die Ag- 
glutinationen waren schon nach 20 Stunden in so starken Ver- 
dünnungen vorhanden, dafs die Röhrchen nochmals geschüttelt 
wurden und der Befund am zweiten Tage nachgeprüft wurde. 
Es stellte sich heraus, dafs die Resultate des zweiten Tages un 
günstiger waren. 

Immerhin zeigt diese Beobachtung, wie vorsichtig man bei 
der Beurteilung einer Agglutinationsreaktion sein mufs. 

3. Vorsuche mit Diplococcus Jaeger. Mit Ausnahme 
einer Spur von Agglutination mit den Meningokokkenseren Bern, 
Merck und Berlin und dem Pferdeuormalserum in Verdünnungen 
von 1 : 20 und 1 : 50 waren sämtliche Versuche negativ. 

4. Versuche mit Diplococcus crassus (v. Langelsheim). 
Pferde- und Kaninchennormalserum agglutinierten bis 1 : 20, 
Menschonnormalserum bis 1 : 5. Das Meningokokkenserum Berlin 
agglutinierte bis 1 : 100, die übrigen Meuingokokkensera bis 
1 : 50 und 1 : 20, die übrigen Antisera bis 1 : 50. 

5. Versuche mit Streptococcus- pyogen es. Eine ge- 
naue Beurteilung der Resultate war nicht möglich, weil neben 
allen anderen Versuchsröhrehen auch das Kontrollröhrchen etwas 
aufgehellt war und Bodensatz zeigte. Immerhin war die Agglu- 
tination in den Röhrchen mit Streptokokkenserum deutlicher 
als in den übrigen Röhrchen. 

ti. Versuche mit Staph yloeoccus-pyogenes aureus. 
Staphylokokken wurden vom Kaninehonnormalserum nicht, vom 
Pferdenormalserum bis 1 : 100, vom Menschennormalserum bis 
1 : 5 agglutiniert. 

Von den Meningokokkenseren (mit Ausnahme des Serums 
So. und Scha.) wurden sie agglutiniert. und zwar von den Seren 
Bern und Merck bis 1 : 100, von Serum Berlin bis 1 : 50, von 
Serum bis Sehr. 1 : 20. 



Digitized by Google 



Von Julius Elnjrlo. 



197 



Von den anderen Antiseren wurden sie bis 1 : 100 und 1 : 50 
agglutiniert. 

Aus diesen 6 Versuchen ergibt sich, dafs alle geprüften 
Kokkenarten von den Seren agglutiniert wurden. Die Agglu- 
tinationshöhe aber ist eine verschiedene. 

IV. Beurteilung der Befunde. 

Die Art und Weise, wie wir unsere Versuche bis jetzt an- 
geführt haben, kann keinen Überblick über unsere Resultate 
geben. Wir wollen daher in diesem Abschnitte das Wesentliche 
zusammenstellen und einer kritischen Besprechung unterziehen. 

Aus den Agglutinationsversuchen mit anderen Mikroorga- 
nismen ist zur Genüge bekannt, dafs die einzelnen Stämme eines 
und desselben Mikroorganismus sich verschieden verhalten, und 
dafs die Art der Herstellung der Aufschwemmung für die Höhe 
der Agglutination ausschlaggebend ist. Es ist daher nicht aus- 
geschlossen, dafs anders hergestellte Aufschwemmungen der 
Meningokokkenstämme etwas günstigere Resultate ergeben hätten. 
Wenn wir aber die weiter oben angeführte Methode der Zube- 
reitung mit 0,5proz. Karbolsäurelösung beibehalten haben, so 
geschah dies namentlich wegen der Einfachheit der Methode, 
und weil die zuerst ausgeführten Versuche ziemlich günstige Re- 
sultate ergeben hatten. Einen Unterschied der Agglutinabilität 
zwischen Aufschwemmung aus Ascites- und Glyzerinagar konnten 
wir bei unseren wenigen Parallel versuchen nicht nachweisen. 

Eine tüchtige Zentrifugierung der Aufschwemmung war nötig, 
damit bei der langen Ausdehnung der Versuche keine Pseudo- 
Agglutination eintrat. Unsere Kontrollröhrchen blieben stets 
gleichmälsig getrübt, auch wenn die Beobachtung auf 3—4 Tage 
ausgedehnt worden war. 

Die Agglutination mit den Meningokokken-Pferdeseren 
trat regelraäf8ig auf, aber die einzelnen Stamme reagierten sehr 
verschieden. Die frischen Stämme liefsen sich durchwegs schlechter 
agglutinieren als schon längere Zeit, d. h. mehrere Monate lang 
auf künstlichem Nährboden gezüchtete Stämme. 
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Die günstigsten Resultate in bezug auf Agglutination haben 
wir mit dein Bernerserum erhalten ; immerhin waren die Unter- 
schiede gogenüber den anderen Seren nicht sehr beträchtlich. 

Unsere Agglutinationswerte bewegen sich innert 1 : 20 und 
1 : 1000. Agglutination in der Verdünnung von 1 : 1000 erhielten 
wir, wenn wir die Resultate sämtlicher drei Meningokokken- 
Pferdeseren summieren, nur bei drei Stammen. Fünfmal traten 
Agglutinationen bis 1 : 500 ein ; die meisten Stämme agglutinierten 
bis 1 : 200, wenige bis 1 : 100, einzelne nur bis 1 : 50 und 1 : 20. 

Von den geprüften Meningokokkenseren erwies sich also das 
Bernerserum als das wirksamste. Die höchsten Werte, die mit 
diesem Serum erhalten worden sind, betragen zweimal 1 ; 1000. 
Das Berliner Serum wirkte ähnlich, agglutinierte aber nur einen 
Stamm bis 1:1000. Der höchste Wert für das Merck' sehe Serum 
liegt bei 1 : 500. Wenn wir die Verdünnungen berücksichtigen, 
bei welchen noch deutliehe Reaktion eintritt, so ergaben unsore 
Versuche keine grofsen Unterschiede zwischen den einzelnen 
geprüften Seren. Im allgemeinen wurden die Stämme regel- 
mäfsig bis 1 : 200 agglutiniert. Ähnlich wie andere Autoren 
haben auch wir einige schwer agglutinable Meningokokkenstämme 
gefunden. Diese letzteren wurden nur bei Verdünnungen von 
1 : 20 oder 1 : 50 agglutiniert; es waren meistens jüngere Stämme. 

Die Höhe der Agglutination war für die einzelnen Sera 
nicht vollständig parallel; es kam wiederholt vor, dafs der eine 
Stamm mit dem einen Serum besser, mit dem andern schlechter 
agglutiniert wurde. So agglutinierte Stamm Ob. mit Serum 
Berlin bis 1 : 1000, während er mit Serum Bern bis 1 : 200, mit 
Serum Merck bis 1 : 100 agglutiniert wurde. Umgekehrt ver 
hält sich Stamm Sehr, der mit Bernerserum bis 1 : 1000, mit 
Berliner Serum bis 1 : 100 agglutinierte. Einzig die schlecht 
agglutinablen Stämme Fr. & We. wiesen mit allen drei Seren 
ungefähr die gleichen Werte auf. Sie agglutinierten niemals 
höher als 1 : 50. 

Die Agglutination eines und desselben Stammes mit einem 
und demselben Serum zeigte im allgemeinen zu verschiedenen 
Zeiten gleiche Werte. Einige Male waren allerdings Unterschiede 
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Festzustellen, die sich aber in ziemlich engen Grenzen bewegten, 
so Stamm Schra. der einmal mit Berner Serum und gleichzeitig 
mit Berliner Serum bis 1 : 200 agglutinierte, während er etwas 
später mit Berner Serum bis 1 : 100, mit Berliner Serum bis 
1 : 200 agglutinierte. 

Wir wollen noch auf einen Unterschied zwischen den drei 
Seren aufmerksam machen, der sich ziemlich konstant zeigte. 
Dieselbe Aufschwemmung wurde von Berner und Berliner Serum 
in Form eines zusammenhängenden Bodensatzes, mit Merckserum 
hingegen mehr in Form einer flockigen Ausfällung ausgeschieden. 

Fassen wir die Resultate unserer Versuche mit Meningo- 
kokken Pferdeserum zusammen, so ergibt sich, dafs von den 
18 geprüften Stämmen nur 3 bis 1 : 1000, 3 bis 1 : 500, 10 bis 
1 : 200 und 2 bis 1 : 50 agglutiniert wurden. 

Ein Vergleich unserer Befunde mit den Resultaten anderer 
Autoren ergibt, dafs unsere Agglutinationswerte durchwegs 
niedrigere sind. Man mufs allerdings in Betracht ziehen, dafs 
der Vergleich nicht streng durchgeführt werden kann, weil wir 
uns ausschliefslich mit abgetöteten, die Autoren sich meist mit 
lebenden Bakterien befafst haben. 

Von Lingelshei m 1 ) gibt allerdings an, dafs er mit ab- 
getöteten fertigen Aufschwemmungen eher günstigere Resultate 
erhalten habe als mit frischen, lebenden Meningokokken. 

Unsere Versuche, durch Chlorkalziumzusatz und Zentrifu- 
gierung die Agglutinationen zu verbessern und zu beschleunigen, 
hatten ein negatives Resultat. 

Wir wollen hier zum Vergleiche mit unseren Resultaten die 
von deu einzelnen Autoren gefundenen Werte für die Meningo- 
kokkenagglutination anführen. 

Kolle und Wassermann") erhielten Werte von 1:200 
bis 1 : 15U0; Jochmann 7 ) von 1 : 300 bis 1 : 1500; Jacobitz 8 ) 
von 1:200 bis 1:2000; v. Lingelsheim 1 ) u. Wollenweber 10 ) 
von 1:400 bis 1:800 und 1:1000; die Beobachtungen von 
Ditthorn und Gildemeister 11 ) nähern sich etwas mehr 
unseren Resultaten, da die meisten Stämme Agglutination bis 
1 : 500, einige nur bis 1 : 200 und 1 : 100 aufwiesen. Auffallend 
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ist beim Vergleich dieser Befunde der Unterschied zwischen den 
einzelnen Autoren und bei ein und demselben Autor zwischen 
den einzelnen Stämmen. Wenn auch unsere Resultate im all- 
gemeinen noch ungünstiger lauten als die eben angeführten, so 
können dieselben doch als mit den übrigen übereinstimmend 
betrachtet werden. 

Dio Versuche mit den beiden monovalenten Me 
ni ngokokkenseren von Kaninchen I und II lieferten 
Agglutinationen von 1 ; 20 bis 1:200; dabei zeigte sich kein 
deutlicher Unterschied zwischen der Agglutination homologer und 
heterologer Stämme. Es kam sogar vor, dafs ein anderer Stamm 
in etwas höherer Verdünnung agglutinierte als der Stamm wo- 
mit das Tier vorbehandelt worden war. 

Die Versuche mit den Seren der beiden Menningitis- 
kranken ergaben folgende Resultate: 

Das Serum von Patient Str. agglutinierte den homologen 
und einen heterologen Stamm bis 1 : 20. 

Das Serum des Patienten Scha. ergab etwas günstigere Resul- 
tate; ob die höheren Agglutinationswerte dem injizierten Meningo- 
kokken.serum zugeschrieben werden müssen, können wir nicht 
entscheiden. 

Unsere Resultate sind ungünstigere als die von anderen Autoren 
mitgeteilten. Währenddem das erste Serum nur bis 1 : 20 agglu- 
tinierte, erreichte v. Langelsheim 1 ) Agglutinationswerte mit 
dem homologen Stamm bis 1 :200; Jacobitz 9 ) sogar bis 1:500. 
Daneben untersuchten diese und andere Autoren Sera von 
Meningitiskranken, welche schwach oder gar nicht reagierten. 

Die wenig befriedigenden Resultate, die wir mit Meningo- 
kokken erhalten haben, sind möglicherweise durch die Unbe- 
weglich k ei t dieser Mikroorganismen bedingt. Be- 
kanntlich sind die Resultate der Agglutination mit anderen un- 
beweglichen Bakterienarten auch nicht so günstig als die mit 
beweglichen Bakterien erhaltenen. 

E* liegt uns lern, die Agglutinationswirkung von Blutserum 
der mit Meningokokken vorbehandelten Tiere zu bezweifeln; 
unsere* Versuche führen uns aber dazu, den praktischen 
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Wert der Agglutinationsreaktion nicht so hoch anzu- 
schlagen, wie es von verschiedenen Autoren geschehen ist. 

V ersuche mit Norinalseren und mit Diphtherie , 
Tetanus- und Streptokokkenseren Für die Beurteilung 
des praktischen Wertes der Agglutination der Meningokokken 
erscheinen uns diese Versuche von sehr grofser Bedeutung. Es 
sei gleich hier nochmals hervorgehoben, dals wir in vielen 
Fällen mit Normalserum und mit Seren von Tioren, die mit anderen 
Bakterien als mit Meningokokken vorbehandelt waren, deutliche 
Agglutination der Meningokokken beobachten konnten. Der 
Hauptunterschied bestand im allgemeinen in der Höhe der 
Verdünnung, bei welcher noch Agglutination eintrat. So wurde 
z. B., wie aus der Tabelle ersichtlich ist, Stamm Ob. mit den 
nicht spezifischen Seren von 1 : 50 bis 1 : 100 vom Meuingo 
kokkenserum Berlin bis 1 : 1000 — Stamm Barn, mit Meningo 
kokkenseren von 1 ; 200 bis 1 : 1000, von Normalseren von 1 : 50 
bis 1 : 100 agglutiniert. 

Tabelle. 

Bezeichnung des Bezeichnung der Stamme 



8erums 




Bam 


Ob. 


Bäch. 


Fr. 


Berner Serum . . 


1 : 1000 


1 : 200 


i 

1 :200 


1 : 50 


Berliner Serum . . 


1 :200 


1 : 1000 


1 : 100 


1:20 


Merck-Serum . 


1 500 


1 : 100 


1 : 100 


1211 


Pf. Normal -Serum . 


1:60 


1 :50 


1 20 


1 20 


K. » » . 


1 :100 


1 : 100 


1 :20 


1 20 


Diphtherieserum . 




1 : 100 


1 :20 


1 : 20 


Tetanusserum 




1 50 


1 :20 


1 :50 


Streptokokkenser. . 




1 :50 


1 : 20 

1 


1 20 



Vergleichen wir die maximalen Werte, welche mit Meningo- 
kokkenserum einerseits, mit nicht spezifischen Seren anderseits 
erhalten worden sind, so müssen wir hervorheben, dafs in einer 
Anzahl von Fällen der Unterschied gering, oder dafs gar kein 
Unterschied zu konstatieren war. — Die gröfste Differenz war 
bei dem Stamm Sehr, zu beobachten, der mit Pferde- und 
Kaninchen-Normalserum bis 1 : 50, mit spez. Serum bis 1 : 10U0 
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agglutinierte. (Mit Diphtherie-, Tetanus- und Streptokokken- 
serum wurde dieser Stamm nicht geprüft.) Ihm folgte Stamm 
Ob., der mit nicht spezifischem Serum bis 1 : 100, mit Meningo- 
kokkenseruin Berlin bis 1 : 1000 agglutinierte. Keinen Unter- 
schied in der Agglutination mit spezifischen und nichtspezifi- 
schen Seren zeigte Stamm Fr. , der bis 1 : 50 agglutinierte 
(siehe Tabelle). 

Einen Mittelwert weist Stamm Bäch. auf, der mit Meningo- 
kokkenseren von 1 : 100 bis 1 : 200, mit nicht spez. Seren bis 
1 : 20 agglutiniert wurde. 

Von den 13 mit Diphtherie-, Tetanus- und Streptokokkenserum 
geprüften Stämmen agglutinierte einer bis 1 : 100, sämtliche 
übrigen deutlich bis 1 : 50. Ob die Antisera durch Behandlung 
mit anderen Bakterien auch auf die Meningokokken stärker agglu- 
tinierend wirken, ist sehr schwer zu entscheiden; jedenfalls sind 
die Unterschiede zwischen der Agglutination mit Pferdenormal- 
seren und den untersuchten Antiseren sehr gering, da sämtliche 
Sera ziemlich regelmäfsig bis 1 : 50, selten bis 1 : 100 aggluti- 
nierten. 

Unsere Vorsuche haben ergeben, dafs Normalserum, Diph- 
therie-, Tetanus- und Stroptokokkenserum die Meningokokken bis 
1 : 100 agglutinierten. 

Die Versuche mit meningokokkenähnli chen Mikro- 
organismen zeigten, dafs nicht nur die Meningokokken, 
sondern auch ähnliche Mikrokokken von spezifischem und nicht 
spezifischem Serum agglutiniert werden. Der Diplococcus 
crassus agglutinierte mit Normalserum bis 1 : 20, mit Meningo- 
kokkenseren von 1 : 20 bis 1 : 100, während der Diploccccus von 
Jaeger Spuren von Agglutination mit Meningokokkenseren bei 
1 : 20 und 1 : 50 aufwies. 

Diese Resultate stehen im Widerspruch mit denjenigen von 
v. Langelsheim 1 ), der mit Diplococcus Jaeger Agglutina- 
tionen von 1 : 400 bis 1 : 800 erhielt, dagegen nähern sie sich 
denjenigen von Joch mann 7 ), der mit Diplococcus Jaeger 
überhaupt keine Spur von Agglutination beobachtete. 



Digitized by Google 



Von Jolin» Eberle. 



203 



Der Gonokokkus wurde von den Meningokokkenseren bis 
1 . 200 agglutiniert; unsere Resultate decken sich somit voll- 
ständig mit den Beobachtungen von Vannod. 12 ) 

Auffällig sind unsere Resultate mit Mikrococcus catarrhalis. 

Da wir nur mit einem Stamm gearbeitet und nur eine Ver- 
suchsreihe ausgeführt haben, wollen wir uns einen Schlufs aus 
diesem Befunde nicht gestatten. 

Der höchste Agglutinationswert, den wir mit Meningo- 
kokken erreicht haben, war 1 : 1000; meningokokkenähnliche 
Mikroorganismen wurden von denselben Seren bis 1 : 200 agglu- 
tiniert. 

Schiursfolgerungen. 

1. Blutseren von mit Meningokokken vorbehandelten 
Tieren üben einen agglutinierenden Einflufs auf Meningokokken 
in Aufschwemmungen aus. Die Agglutinationswerte der einzel- 
nen Stämme sind sehr verschieden. Bei den einen Auf 
schwemmungen war eine Agglutination bis 1 : 1000, bei anderen 
mit dem gleichen Serum nur bis 1 : 20 oder 1 : 50 zu beob- 
achten. 

Die einzelneu Stämme verhalten sich gegenüber den 3 Seren 
nicht ganz gleich. Immerhin können die 18 von uns geprüften 
Stämme in leicht-, mittelschwer und in schwer-agglutinable ein 
geteilt werden. Die schwer agglutinablen Meningokokkenauf- 
schwemmungen, meist frisch von Patienten gewonnen, wurden 
weder von dem einen noch von dem anderen Serum höher als 
1 : 50 agglutiniert. Die leichter agglutinablen wurden von dem 
einen Serum bis 1 : 1000, von dem andern nur bis 1:100 agglu 
tiniert. Bei wiederholter Prüfung zu verschiedenen Zeiten wurde 
im allgemeinen übereinstimmende Werte erhalten. 

Der Titer der einzelnen geprüften Meningokokken-Pferdesera 

(Bern, Berlin und Merck) variierte in nur engen Grenzen. Serum 

Bern und Berlin erreichten den höchsten Agglutinationswert mit 

1 : 1000, Serum Merck mit 1 : 500. 

Im allgemeinen sind die von uns gefundenen Werte 

nicht so hoch wie die von anderen Autoren angegebenen. Viel- 
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leicht hängt dies damit zusammen, dafs unsere Versuche mit ferti- 
gen, mit Karbolsäure abgetöteten Aufschwemmungen ausgeführt 
wurden. 

Die Versuche mit Serum von Kaninchen, welche nur mit 
einem einzigen Meningokokkenstamm vorbehandelt worden waren, 
haben ergeben, dafs ein deutlicher Unterschied der Agglutination 
zwischen den eigenen und den übrigen Stämmen nicht besteht, 
dafs die leichter agglutinablen Stämme von dem Univalenten 
Serum in gleicher oder sogar in höherer Verdünnung als der 
homologe Stamm agglutiniert werden. 

2. Die zwei goprüften Sera von Meningitiskranken zeigen 
keine starke agglutinierende Eigenschaft. Das eine von dem 
mit Meningokokkenserum vorbehandelten Patienten agglutinierte 
bis 1 : 200, das andere nur bis 1 : 20. 

3. Normalsera, sowie Diphtherie-, Tetanus- und Strepto- 
kokken-Pferdesera agglutinieren die Meningokokken ebenfalls, 
aber die Agglutinationen sind meist nicht so hoch wie die mit 
Meningokokkenseren. Ihr oberster Grenzwert liegt bei der Ver- 
dünnung 1 : 100. 

4. Bei Zimmertemperatur werden die Meningokokken nicht 
so leicht agglutiniert; höhere Temperaturen (35 — 37° und 
56 — 58 0 C) bewirken eine raschere und bessere Agglutination. 
Das Maximum der Agglutination tritt erst am zweiten Tage 
nach etwa 38 — 42 Stunden auf, nur ausnahmsweise schon inner- 
halb 24 Stunden. 

5. Den Zusatz von 0,2 °/ 0 Chlorkalzium zur Aufschwemmung 
oder das Zentrifugieren des Serum-Meningokokkengemisches hat 
in unseren Versuchen eine Verbesserung oder eine Beschleuni- 
gung der Agglutinationsreaktion nicht bewirkt. 

6. Meningokokkenserum agglutinierte auch mit dem Menin- 
gokokkus verwandte Kokken, speziell die Gram-negativen Gono- 
kokken bis zur Verdünnung 1 : 200. Andere Kokken, wie 
Diplococcus crassus (v. Langelsheim) wurden bis 1:100 
agglutiniert. Versuche mit Normalseren haben ähnliche Resul- 
tate ergeben. 



Digitized by Google 



Von Julius Kberle. 



205 



7. Ein wissenschaftlicher Wert soll der Agglutination der 
Meningokokken nicht abgesprochen werden ; dagegen müssen wir 
auf Grund unserer Untersuchungen schliefsen, dafs die Agglu- 
tinationsreaktion weder für die Diagnose der Me- 
ningokokken noch für die Differenzierung ähnlicher 
Mikroorganismen als ausschlaggebend betrachtet 
werden kann. Wir können ihr somit einen grofsen prak- 
tischen Wert einstweilen nicht zuerkennen. So angenehm 
es wäre, in dieser einfachen Methode ein sicheres Mittel zu be- 
sitzen, so gefährlich ist es auf der andern Seite, eine Methode, 
welche so variable Werte ergibt, allgemein einzuführen, als 
Grundlage für die Diagnose und Differentialdiagnose von Mikro 
Organismen. 

Die Diagnose des Meningokokkus aus CerebrospinalHüssigkeit 
ist leicht bei richtiger Entnahme und bei frühzeitiger Unter- 
suchung. Der Nachweis der Meningokokken in der Mundhöhle 
und auf anderen Schleimhäuten ist schwierig, und auch auf 
Grund der Agglutinationsreaktion nicht leichter geworden. 

Zum Schlüsse fühle ich mich vorpflichtet, meinem hoch- 
verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Silberschmidt, meinen 
herzlichsten Dank auszusprechen für die Anregung zu dieser 
Arbeit, sowie für das rege Interesse und die guten Ratschläge, 
mit denen er mich stetefort unterstützt hat. 
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Tabelle VIII Actrlutlnat Ion bei 
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Übi-r Agglutination der Meningokokken etc. 



Tabelle IX. 
AgglutinatlonsTersuche mit Normalseren. 
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c Mit Me n scb e n n o r n> a 1 se r u m. 
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Sporenbildung und andere biologische Vorgänge 
bei dem Bact. anthracis. 

Von 

Dr. Vladielav Rüzicka. 

Prtvatdocentou rlcr «llgeni- Biologie. 

Mit Tafel I, II, III. 

(Aus dein k. k. hygienischen Institut des Prof. Dr. Gustav Kabrhel in Prag.) 

I. Zur Histologie und Mikrochemie der Sporenbildung 
bei Bact. anthracis. 

Nachdem ich von dem Bact. anthracis den Beweis geliefert 
habe 1 ), dafs sich dasselbe durchgehends aus Nukleinstoffen zu- 
sammensetzt, lag die Frage nahe, wie sich zu dieser Tat- 
sache die Produkte der vegetativen bakteriellen Individuen: die 
Sporen verhalten. Die Bearbeitung dieses Problems erwies 
sich als eine ziemlich komplizierte Aufgabe. 

Bevor ich jedoch an die Beantwortung der gestellten Frage 
schreite, erlaube ich mir auf zwei neuere Arbeiten hinzuweisen, 
deren Resultate ich als Bestätigung meiner Behauptung von 
der Nukleinnatur der Substanz, aus welcher die Milzbrandbak- 
terien bestehen, anzusehen, wohl das Recht habe. 

Dietrich und L i ebe r m e i ste r 2 ) haben in den Milz- 
hrandbakterien Körnchen beobachtet, welche sich mit Naphthol- 

1) Vlad. Rftzicka, Über die biol. Bedeutung der fftrbbaren Körnchen 
de« BakterieninhaltH. Arch. f. Hygiene, Bd. XLVII, 1903. — Weitere Unter- 
suchungen über den Bau und die allg. biolog. Natur der Bakterien. Archiv 
für Hyg., Bd. LI, 1904. 

2) Saueretoffübertragende Körnchen in MiUbrandbatillen. Zentralblatt 
für Bakter. u. Paraaitenkunde. 32. I. Orig. 1902. 

Arohiv für Hygiene, ltd. I.XIV Ii"' 
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blau färbten und welche, der Vermutung dieser Autoren nach, 
den molekulären Sauerstoff der Luft zu aktivieren haben ; auf 
diese Funktion der Körnchen schlössen sie aus der oberwähnteu 
Tinktion, welche nur bei Sauerstoffzutritt möglich erscheint. 
Ich mufs jedoch — freilich nur per parenthesin, da mich diese 
Frage weiter nicht beschäftigt hat — hervorheben, dafs sich 
die erwähnte Färbung jener Körnchen auch dann eingestellt 
hat, wenn dieselben durch Hitze abgetötet worden sind. 

Sowohl aus der Beschreibung der Autoren, wie auf Grund 
einer Wiederholung ihrer Versuche meinerseits, glaube ich 
schliefsen zu dürfen, dafs die von ihnen beobachteten Körnchen 
mit denjenigen, welche ich als Bestandteile der verschiedensten 
Protoplasmastrukturen der Bakterien beschrieben habe, identisch 
sind, freilich — wie ich gleich vorhinein hervorheben will — 
unter bestimmten Bedingungen. 

Mit Bezug auf diese Identifizierung wird es sicherlich von 
Interesse sein, die Resultate der mikrochemischen Untersuchung 
der Körnchen, welche die erwähnten Forscher unternommen 
haben, kennen zu lernen. 

Da überrascht mich vor allem das Kommentar, mit welchem 
Dietri ch und Liebe rm.e ister die Tatsache, dafs die erwähn- 
ten Körnchen durch Einwirkung des Magensaftes nicht verän- 
dert werden, begleiten, indem sie zur Konstatierung dieses Um- 
Standes den Zusatz machen: >selb3t wenn der ganze Bazillen- 
leib aufgelöst ist, höchstens vielleicht noch die etwas wider- 
standsfähigere Membran übrig geblieben ist.« Es ist mir näm- 
lich durchaus nicht klar, woraus von den Autoren die voll- 
ständige Auflösung des Bakterienkörpers erschlossen worden ist, 
wenn — wie aus dem Zitate zu ersehen — die angeführten 
Körnchen und die Membran zugegen waren. Da ich die Netz- 
strukturen, deren Bestandteil die besprochenen Körnchen bilden, 
in den der Magenstoff Verdauung unterworfenen Bakterien noch 
am 8. Tage, die übrigen Bestandteile der Bakterien aber noch 
selbst am ÖO. Tage der Safteinwirkung vorzufinden vermochte, 
so mufs ich den Schlufs ziehen, dafs der obenzitierte Ausspruch 
Dietrichs und Liebermeisters wahrscheinlich nur einer 
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vorgefafsten Meinung über die zelluläre Natur der Bakterien 
seine Entstehung verdankt. Dies mein Urteil steht auch mit 
den Ergebnissen, welche die zitierten Autoren über die Chemie 
der von ihnen beobachteten Körnchen erzielt haben, in voll- 
kommenstem Einklänge. Bezugnehmend auf die letztere, so 
widersprechen sie vor allem der Behauptung Grimmes, nach 
welcher die Körnchen Fetttröpfchen sein sollten, trotzdem sie 
mit Sudan III eine Färbung derselben erzielt haben, indem sie 
anführen, dafs die letztere auch dann zustande kommt, wenn 
man die Körnchen mit Äther und Alkohol oder mit Chloroform 
extrahiert. 

Trotzdem halten sie dielben für Reservestoffe, »wenn auch 
nicht von der gewöhnlichen Arte. Dafs es Nukleine wären, 
meinen sie nicht, indem sie auf die Unveränderlichkeit der 
Körner in verdünnten Alkalien , Essigsäure und Monokalium- 
phosphat hinweisen. Doch geben sie zu, dafs die Sub- 
stanz jener Körnchen den Nukleine n nahesteht. 

Ich werde auf diese Schlußfolgerung im nachstehenden noch 
zurückkommen. 

Der Ansicht, dafs die in den Bakterien enthaltenen Körner 
Reservestoffe sind, begegnen wir auch in den Ausführungen 
von Meyer 1 ). 

Diesem Forscher zufolge ist es möglich, da Ts das Volu- 
tin (so benennt er die Substanz jener Körner, welche er aufser 
bei den Bakterien auch bei einer Reihe niederer Pflanzen kon- 
statieren konnte) zu de n Ei weifs sto ff en gehört und eine 
bedeutende Quantität von N uklei nsäure v erbin - 
düngen enthält. Trotzdem erklärt er die Volutinkörner für 
Reservestoffe, indem er zugunsten dieser Ansicht anführt, 
dafs sie sich in keimenden Bakterien gewöhnlich zugleich mit 
typischen Reservestoffen (Glykogen Fett) vorfinden, dafs ihre 
Zahl vor der Sporenbildung am gröfsten ist und dafs sie bei 
derselben geradeso wie Fett und Glykogen verbraucht werden. 

1) Orient. Versuche ober Verbreitung Morphol. u. Chemie dea Volntina. 
Bot. Ztg. 62, 1904 
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Von den Ausführungen Meyers erscheint mir die von 
ihm festgestellte Tatsache, dafs die besprochenen Körner eine 
reichliche Menge Nuklein enthalten, von viel gröfserem Werte 
zu sein, als seine Deutung derselben als Reservestoffe. Denn 
jene Tatsache stimmt völlig damit überein , was ich über die 
chemische Zusammensetzung der morphologischen Komponenten 
der Bakterien in Erfahrung gebracht habe, während für die 
Deutung der Körner als Reservestoffe Meyer nur Analogien 
beizubringen in der Lage war, welche freilich mit einem Be- 
weise nicht identifiziert werden können. 

überhaupt scheint mir einer ähnlichen Behauptung vor 
allem die für das Nuklein charakteristische relative Stabilität 
des Moleküls im Wege zu stehen. Bekanntlich erleidet das 
Nuklein der Zellen von einer protrahierten Hungerung ausgesetzten 
Tieren keine Verminderung 1 ). 

Was weiterhin die Gegenwart der Nukleinkörner in 
keimenden Stäbchen, ihre Anhäufung zur Zeit der Sporulation und 
ihren Verbrauch bei der Ausbildung der Spore anlangt, so 
können diese Tatsachen im Einklänge mit meinen Angaben von 
den chemischen Verhältnissen der Bakterien erklärt werden, 
ohne dafs man die erwähnten Körner für Reservestoffe zu hal- 
ten gezwungen wäre. Aus dem nachstehend Mitgeteilten wird 
sich im Gegenteil ergeben, dafs dieselben tatsächliche Differen- 
zierungen der lebenden Substanz sind. 

Auf Grund des Angeführten kann also als sichergestellt 
gelten, dafs sämtliche Komponenten des Milzbrandbakteriums 
Nukleinsubstanzen entsprechen. 

Der scheinbare Widerspruch zwischen dieser Behauptung 
und den Angaben von Dietrich und Lieber me ister wird im 
nachfolgenden seinen Austrag finden. 

Es wird also die Frage nicht als überflüssig erscheinen, ob 
die Substanz der Milzbrandbakterien eine Differenzierung zu er- 
kennen gibt, welche mit Differenzierungen von anderweitigen 

1} Nemner, Sur la maniere de ae coraperter des nucleinee dans l'ina- 

nition des celluleH. Arch. <le ho. Mol. Petorab. 
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Nukleinsubstauzen verglichen und in Analogie gestellt werden 
könnten. 

Die Entscheidung dieser Frage ist in cytologiseher Be- 
ziehung von weitreichender Bedeutung, wie ich des näheren aus- 
zuführen wohl nicht notwendig habe. 

Nach welcher Richtung hin sich raeine diesbezüglichen 
Untersuchungen zu bewegen haben werden, geht aus dem Nach- 
folgenden hervor. 

Es ist sichergestellt worden, dafs in gewissen Lebensab- 
schnitten des Zellkernes das Chromatin der Kernschleifen 
schwindet. Die Stelle des verschwundenen Schleifenchromatins 
nimmt sodann ein Liningerüst ein, welches aufser durch seine 
Unfärbbarkeit mit basischen Farbstoffen, auch durch Unter- 
schiede von ganz zweifellos chemischer Natur dem Chromatin 
gegenüber charakterisiert ist. Gemeinschaftlich ist den beiden 
Substanzen die Widerstandsfähigkeit gegen den Einnufs der 
künstlichen Magensaftverdauung. 

Aus dem beschriebenen Vorgange hat man gefolgert, dafs 
das Linin die Grundsubstanz sei, in welche das Chromatin der 
Kernschleifen eingebettet ist. Doch kann bei voller Entwicklung 
des letzteren das Liningerüst morphologisch nicht konstatiert 
werden, woraus man den weitereu Schlüte zog, dafs das Chroma- 
tin dasselbe verdecke. 

Es ist jedoch klar, dafs man mit demselben Rechte be- 
haupten könnte, dafs — da das Linin erst nach dem Schwunde 
des Chromatins oder noch vor der vollen Entwicklung desselben 
sichtbar wird — dasselbe in das Chromatin und umgekehrt 
umgewandelt werde. 

Laasen wir jedoch diesen Umstand vorläufig beiseite und 
begnügen wir uns mit der Tatsache, dafs eine morphologische 
Substituierung der beiden Substanzen vorkommen kann. Die- 
selbe ist histologisch so prägnant, dafs bereits Haecker die 
Vermutung ausgesprochen hat, dafs die Bedeutung der persi- 
stierenden Chromosomen nicht im Chromatin, sondern im Gegen- 
teil im achromatischen Substrate derselben beruht. Freilich er- 
scheint es mir zweifelhaft, ob man — wie es geschieht — die 
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chromatinfreien Gebilde noch als Chromosomen bezeichnen darf, 
da das Chromatin, wie Frank Schwarz gezeigt hat, kein rein 
morphologischer Begriff ist, sondern auch chemischen Sinn 
besitzt und zwar einen solchen, der von dem des Linins viel- 
fach abweicht. 

Wenden wir uns nun dem Objekte der vorliegenden Pu- 
blikation zu. 

Zum Zwecke meiner Untersuchungen habe ich Milzbrand- 
bakterien auf mit einigen Tropfen Bouillon benetzten Agarplatten 
gezüchtet, um die Sporulation derselben zu beschleunigen. Von 
dem auf diesen Platten aufgewachsenen Material brachte ich je 
einige Platinösen in Uhrgläser, welche mit den notwendigen 
Reagentien gefüllt waren und zwar so, dafs sich die letzteren 
der eingebrachten Bakterienmenge gegenüber in grofsem Über- 
schusse befanden. Nach Ablauf von verschiedenen Zeitinter- 
vallen wurden sodann aus dem Inhalte der Uhrgläser mikrosko- 
pische Präparate gewöhnlich in der Weise angefertigt, dafs ich 
das Tröpfchen am Objektglase lufttrocken werden liefs, mit der 
Fixierungsflüssigkeit — als welche ich eine Mischung von glei- 
chen Teilen konzentrierter wässeriger Sublimatlösung und 
lproz. Chromsäure benutzte — übergofs; darauf wurde mit 
Wasser abgespült, um die herauskristallisierten Reste der zu den 
Reaktionen gebrauchten Salze zu entfernen und das Präparat auf 
17 — 24 Stunden in die obge nannte Fixierungsflüssigkeit über- 
tragen. Nach Beendigung der Fixation wurde mit Wasser ab- 
gespült und zu einem Teile mit 1 proz. wässeriger Fuchsin- 
lösung, zum anderen mit 1 proz. wässeriger Chinablaulösung 
gefärbt; in einzelnen Fällen kam die Hei denhain sehe Häuoa- 
toxylinlacktinktion in Verwendung. 

Ich habe besonders auf die Wirkung der folgenden Rea- 
gentien mein Augenmerk gerichtet: 20 proz. Kochsalz, konzen- 
trierte Lösungen von Magnesiumsulfat, Ferrocyankalium, Kupfer- 
sulfat, 5 proz. Lösung von salpetersaurem Natron, 1 proz. und 
5 proz. Monokaliumphosphatlösung. 

Meine Versuche ergaben das folgende Resultat: Selbst- 
verständlich führe ich nicht alle von mir unternommene Ver- 
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suche ati, sondern nur Beispiele derselben, da die Ergebnisse 
übereinstimmen. 

20proz. Na Cl- Losung. 

Dauer der Einwirkung 3'/, Stunden bei einerTemporatur 
von ca. 18° C. Die Stabchen erscheinen vielfach geschwollen, sind in der 
Regel sehr schlecht farbbar. Die Sporen und andere kleine Körner treten 
als glänzende, ungefärbte Körper scharf hervor. 

Dauer der Einwirkung 5 Tage im Thermostat bei 37° C. 
Das Präparat enthält sehr wenige gante Stäbchen. Stellenweise liegen Haufen 
von intensiv mit Fuchsin färbbaren Körnern, oft liegen die Körnchen so 
nebeneinander, dafs man daraus schließen kann, dafs da ein Bakterium be- 
standen hat, da die Gruppierung der Körnchen die Form und die an- 
nähernden Dimensionen eines solchen bewahren. Wo ein Stäbchen besser 
konserviert blieb, erscheint die in demselben enthaltene, mit Fuchsin ge 
färbte Substanz an ihren Rändern unregelmäßig ausgezackt, wie angenagt. 
Die Sporen ohne sichtbare Veränderung, gut sichtbar. 

Konz. Losung von Magnesia ms ul Tat. 

Dauer der Einwirkung 3'', Stunden. Die Stäbchen sind ge- 
schrumpft, bedeutend enger; obwohl sie sich im großen und ganzen ziem- 
lich intensiv färben, vermag man doch einen Abgang der färbbaren Substanz 
zu konstatieren; einzelne Anthraxfäden sind fast ungefärbt. In den un- 
färbten Fäden kann an den Innenkörpern ein enger, verschieden breiter, 
gefärbter Saum beobachtet werden, welche Erscheinung wahrscheinlich mit 
dem 8chwunde der färbbaren Substanz zusammenhängt, indem der Saum 
den Rest derselben darstellt. Die Sporen sind ungefärbt, von dem üblichen 
Aussehen. 

Dauer der Einwirkung 5 Tage im Thermostat. Die Stäbchen 
tragen zum Teile Schrumpfung, zum Teile — und dies in der Mehrzahl der 
Fälle — eine ganz bedeutende Schwellung zur Schau. Die fftrbbare Substanz 
erscheint in Form verschieden intensiv gefärbter Fragmente. Es finden sich 
Stäbchen vor, welche sich nicht mehr ganz färben, sondern eine Verengung 
der färbbaren Substanz aufweisen; dieselbe kann auch unebene Ränder 
zeigen ; in anderen sieht man entweder solide oder vakuolisierte Schollen 
der färbbaren Substanz, welche in Gröfse und Anzahl variieren können. 
Dabei kann die Färbung der Stäbchen auch verschieden intensiv sein, so 
dafs man fast normal gefärbten, aber auch nur blafs rosa angehauchten, 
kaum unterscheidbaren, Schatten derselben begegnen kann, dazwischen aber 
allen Übergängen. Ks kommen auch Stäbchen vor. welche überhaupt keine 
färbbare Substanz mehr aufweisen. Oft erscheinen sämtliche Individuen mit 
äußerst feinen, nicht ganz gleich großen Körnchen erfüllt. Die Innenkörper, 
sowie die 8poren heben sich, soweit vorhanden, klar ab. In Stäbchen, welche 
die färbbare Substanz fast gänzlich entbehren, erscheinen die letzten Reste 
derselben in Form von verschieden starken Hüllen der Innenkörper. 
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Konz. Ferroeyaakallumlösung. 

Einwirkungsdauer 8 1 /, Stunden. Die Stäbchen sind eher ge- 
schwollen und färben eich nur »ehr blafe. Die färbbare Substanz erscheint 
in verschiedener Gestalt; die Sporen sind ungefärbt, gut siebtbar. 

Dauer der Einwirkung 5 Tage imThermostat. Die Stäbchen 
sind sehr verengt, färben sich stellenweise schlecht, was besonders an mit 
Karbolchinablau gefärbten Präparaten deutlich zutage tritt. 

Konz. KupfersolfatlSsang. 

Einwirkungszeit 3V, Stunden. Die Stäbchen sind geschrumpft ; 
im (tbrigen gleicht das Bild demjenigen nach der Ferrocyankaliumwirkung. 
Die färbbare Substanz gibt verschiedene Gestaltung zu erkennen, angefangen 
von Einzackungen an den Rändern der lAngsseiten bis zur Füllung der 
Stäbchen mit groben Scholien. 

Duuer der Einwirkung 5Tage imThermostat. Die schlecht« 
Färbbarkeit ist hier allgemein. Die ungefärbten Sporen heben sich scharf ab. 

5 proz. Lfonng- von salpetersanerem Natron. 

Dauer der Einwirkung 3'/, Stunden. Die Stäbchen sind zum 
Teil geschwollen, zum Teil geschrumpft. Die färbbare- Substanz ist in vielen 
nicht mehr nachzuweisen, in fast allen erscheint sie sowohl der Menge als 
auch der Färbbarkeit nach reduziert zu sein. Auch hier können die letzten 
Reste derselben als Hüllen der Innenkörper nachgewiesen werden. Die In- 
volutionsformen zeichnen Bich insgesamt durch eine intensivere, ja nahezu 
normale Färbung aus. Die Sporen ungefärbt, gut sichtbar. 

Einwirkungszeit 5 Tage im Thermostat. Die Stäbchen sind 
gleichfalls teilweise geschwollen, teilweise geschrumpft. Der Abgang der 
färbbaren Substanz ist durchgehende bemerkbar In vielen, der diffusen 
färbbaren Substanz gänzlich entblößten Stäbchen sind sehr feine, rötlich 
(vom Fuchsin ?) angehauchte Körnchen enthalten, welche in zahlreichen 
Individuen zu alveolären oder spiralförmigen Strukturen angeordnet sind. 
Die ungefärbten Sporen treten deutlich hervor. 

1 proz. MonokallumphosphatlBsung. 

Dauer der Einwirkung 3", Std. Die geschrumpften Individuen 
enthalten die färbbare Substanz in Form von in der Längsachse' der Bak- 
terien gelagerten Stäbchen, welche unregelmäßig ausgesackte Ränder auf- 
weisen oder in Gestalt von verschieden grofsen und unregelmäßig geformten 
Schollen. Viele Individuen enthalten entweder keine färbbare Substanz 
oder nur in der allernächsten Umgebung der Innenkörper. Die Involutions- 
formen lassen auch hier eine intensivere, bis fast normale Färbbarkeit er- 
kennen. Die ungefärbten Sporen sind deutlich wahrnehmbar. 

Einwirkungezeit 5 Tage im Thermostat. Die oben angedeu- 
teten Veränderungen sind auch hier in großem Mafsstabe zu konstatieren. 
Die färbbare SubBtanz gewinnt durch Unregelmäßigraacbung der Ränder 



Digitized by Google 



Von Dr. Vladislav Rliiiöka. 



227 



phantastische Formen, die um bo anfallender erscheinen, wenn sie die 
Hülle der unveränderten Sporen oder Innenkörper bilden. In sporenfreien 
Faden ist die Fragmentierung der färbbaren Substanz und zugleich die Ver- 
kleinerung der durch diese Fragmentation entstandenen Schollen klar zu 
konstatieren. In einem fortgeschrittenen Stadium enthalten die Stabchen 
bis auf unbedeutende, verschieden grofse Schollchen, Körnchen und auf die 
Höllen der Innenkörper nichts von der färbbaren Substanz mehr. 

5 proz. MonokallumphosphatlSsung 

wirkt in analoger Weise wie die vorhergebende Lösung. 

Die geschilderten Versuchsergebnisse gestatten nur eine 
Interpretation und zwar im Sinne des Schwundes der in 
den Bakterien enthaltenen färbbaren Substanz. 

Vergleicht man nun dieses Resultat mit dem über die (mit 
basischen Farbstoffen) färbbare Substanz der Kerne von pflanz- 
lichen und tierischen Zellen bekannten, so springt sofort das 
analoge Verhalten beider in die Augen, so dafs man, mit gleich- 
zeitiger Rücksicht auf die übrigen Kongruenzen, zu der Schluß- 
folgerung gedrängt wird, dafs sich die tärbbare Substanz 
des Milzbrandbakteriums der Einwirkung der ob- 
angeführten Agentie n gegenüber in derselben 
Weise wie das Chromatin der Zellkerne verhält. In 
diesem Sinne ist das Resultat der zitierten Ver- 
suche a 1 8 eine weitere Vervollständigung meines 
Beweises, d a fs d i e das Anthrax bakteriu in zusam- 
mensetzende Substanz Kern Substanz ist, anzu- 
s e he n. 

Von besonderer Wichtigkeit erscheint jedoch der nachfol- 
gende Umstand. Bereits aus der 3'/-jStündigen Einwirkung der 
obzitierteu Chemikalien geht nämlich klar hervor, noch klarer 
aber aus der ötägigen Einwirkung bei erhöhter (Thermostat ) 
Temperatur, dafs dieselben auf die mit wässerigem Fuchsin färb- 
bare Substanz und auf die Sporen in verschiedener Weise ein- 
wirken. Während nämlich jene Substanz schwindet, bleiben 
die Sporen unverändert. 

Dieser Umstand bietet aber vom cytologischen Standpunkte 
aus grofses Interesse. 



228 Sporenbildung und andere biol. Vorgange bei dem Bact. antbracis. 

Denn, während nach den von vielen Seiten bestätigten 
Angaben Frank Schwarz' das Kernchromatin von den ob- 
angeführten Agentien aufgelöst wird, bleibt das Linin von 
denselben unangetastet. Aus dem Umstände, dafs die Sporen 
von ihnen nicht verändert werden, ergäbe sich — da sie auch 
der Wirkung des künstlichen Magensaftes nicht unterliegen — 
der Schlufs, dafs die Sporen aus Substanzen bestehen, welche 
dem Linin entsprechen. 

Es sind nun freilich gegen die Aufstellung des Begriffes 
»Linin« verschiedene Einwendungen gemacht worden. So wen- 
det z. B. Telly esniczky *) gegen F. Schwarz folgendes 
ein: »Für die Existenzberechtigung seines Linins suchen wir in 
seiner Arbeit vergebens irgendein nennenswertes Argument 
(S. 703).« Trotzdem ist auch Tellyes n icz ky der Ansicht, 
dafs das Linin »als eine Transformation des Chromatins er- 
scheint, indem eigentlich Scbwarz auf Grund irrtümlicherweise 
8Upponierter Lösungen das verschwunden gedachte, in Wirk- 
lichkeit aber vorhandene Chromatin mit einem neuen Namen 
taufte (S. 704)c. Diese Auffassung ist jedoch, wie ich des wei- 
teren zeigen werde, eine irrtümliche. Denn die erwähnten Sub- 
stanzen differieren in ihren Lebensäufserungen derartig vonein- 
ander, dafs von einer Identifizierung in dem Sinne des letzt- 
zitierten Ausspruches von Tellyesniczky keine Rede sein 
kann. Etwas anderes ist freilich — und ich glaube, dafs wohl 
auch Tellyesniczky ähnliches vorgeschwebt hat, wenn er es 
auch nicht klar aussprach — ob angenommen werden kann, 
dafs die beiden früher genannten Substanzen zu jeder Zeit 
vorhandene Komponenten der Zelle bilden. Und 
da möchte ich mich, meinen Untersuchungen ein wenig vor- 
greifend , dahin aussprechen , dafs eine solche Annahme wohl 
kaum genügend begründet erscheint, jedenfalls aber auf keinen 
Fall verallgemeinert werden darf ; nach meinen Erfahrungen er- 
scheint es mir wohl wahrscheinlicher, anzunehmen, dafs daa 
gleichzeitige Vorkommnis von Linin und Chromatin zwar mög- 

1) Zur Kritik der Kernstrukturen Arch. f. mikr. Anat, 60, 1902. 
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lieh, jedoch keineswegs für alle Zustände des Kernes bewiesen ist, 
und dafs wir uns mit den jeweiligen Befunden am besten ab- 
finden, wenn wir das Linin als ein physiologisches Umwand- 
lungsprodukt des Ohromatins ansehen, dessen Entstehung 
mit gewissen Funktions- und Lebensvorgängen verknüpft ist. 
Zugleich möchte ich bemerken, dafs vorausgesetzt werden mufs, 
dafs die Substanzen, welche in verschiedenen Zellen die Linin- 
reaktion geben, ebenso verschieden sein können und es jeden- 
falls auch sind, wie die Chroraatinsubstanz von Zellen verschie- 
dener Arten. 

Wenn ich somit konstatiere, dafs die Sporensubstanz der 
Bakterien dem Linin entspricht, so ist und soll hiermit natür- 
lich keine analytisch-chemische Charakteristik der Sporen ge- 
geben werden. Die Wichtigkeit dieser Feststellung beruht viel- 
mehr in der Erkenntnis, dafs gewisse, in chemischer 
Hinsicht bestimmt gekennzeichnete morphologi- 
sche Gebilde in einem direkten Abhängigkeitsver- 
hältnisse zu anderen in chemischer Hinsicht anders 
gearteten stehen können, sowie in dem Umstände, dafs 
dieses Verhalten auf ein allgemeiner gültiges Gesetz hinzuweisen 
scheint. 

Da nämlich die Sporen das Produkt von vegetativen Stäb- 
chen sind, das direkt aus der Substanz der letzteren entsteht, 
so mufs geschlossen werden, dafs die Sporen durch eine 
chemische Umwandlung der Chromatin substan z der 
Bakterien Zustandekommen. Denn die sporenfreien 
-vegetativen Stäbchen verlieren, wie meine früher angeführten Ver- 
suche zeigen, durch die Einwirkung der meisten oben genannten 
Reagentien völlig ihre färbbare Substanz, so dafs sie wie leer 
aussehen; durch 20proz. NaCl werden sie sogar gänzlich aufgelöst; 
somit mufs die dem Kernchromatin entsprechende Substanz 
bei weitem den Hauptbestandteil derselben ausmachen. Dies 
ist auch in Ansehung meiner chemischen Analyse des Milzbrand- 
bakteriums, welche einen sehr hohen Nukleingehalt ergab 1 ), walir- 

1) Diese» Archir, Bd. U, DKM. 
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scheinlich geworden, sofern man das Chroraatin mit dem 
Nuklein identifiziert. Doch scheint mir das letztere Vorgehen, 
wiewohl es ziemlich allgemein ist, nicht ganz richtig zu sein, 
da in der durch Magensaftverdauung bereiteten Substanz nicht 
nur das Chromatin allein, sondern auch das Linin und das 
Pyrenin enthalten sein können, Substanzen, welche entschieden, 
und zwar nicht blofs in morphologischer, sondern auch in che- 
mischer Beziehung, von dem Chromatin unterschieden werden 
müssen. Auf diese Weise werden wir auf die Bahn einer mor- 
phologisch chemischen Untersuchung gedrängt und zwar um so 
mehr, als es sich immer klarer zeigt, dafs es tatsächlich ge- 
formte Gebilde gibt, deren Charakteristik ohne eine bestimmte 
chemische Kennzeichnung undenkbar wäre, die also einen mor- 
pho chemischen Begriff bilden (wie ich mir dies zu bezeichnen 
gestattet habe 1 ), und die nur in Ansehuug der Unzertrennlichkeit 
ihrer morphologischen und chemischen Charaktere bestehen und 
fallen, sobald sich irgendeiner derselben geändert hat. 

Eben das Milzbrandbakterium erscheint als ein Objekt, wie 
man schwerlich ein zweites finden würde, um die vitalen Um- 
wandlungen des Chromatins und die diesbezüglichen morpho- 
chemischen Vorgänge daran studieren zu können, die hier in 
einer von keinerlei störenden Einflüssen komplizierten Reinheit 
zutage treten. 

In welcher Weise die Sporen durch Umwandlung der chro- 
matischen Substanz der Bakterien entstehen, lehren meine weiter 
unten nachfolgenden Mitteilungen. 

Die morphologische Seite der Sporenbildung bedarf trotz, 
der zahlreichen auf diesen Punkt gerichteten Publikationen noch 
immer einer definitiven Klärung. 

Nach dem Vorbilde von Preisz können die Ansichten der 
Autoron über die Sporenbildung in zwei Hauptgruppen geschie- 
den werden. 

Zopf sagte vom Bac. tumescens aus, dafs die Sporen des- 
selben durch Zusammenfliefsen mehrerer im Bazillenleibe auf- 

1) In meiner Arbeit: Der morphologische Metabolismus des lebenden 
Protoplasmas. Archiv f. Entwicklungsmechanik. Bd. 21, 1906. 
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getauchter Körnchen entstehen. Zehn Jahre später ist Bunge 
bezüglich des Bact. anthracis zu einem analogen Schlüsse ge- 
langt und auch ßurchard und Migula haben diese Ent- 
stehungsweise für den Bac. subtilis und die Mehrzahl der übri- 
gen sporenbildenden Bakterien akzeptiert. 

Im Gegensatze zu dieser Ansicht, nach welcher also zur 
Sporenbildung das Zusammentiiefsen mehrerer dazu bestimmter 
»sporogener« Körnchen nötig ist, lehrte aber eine Anzahl von 
Forschern und zwar zum Teile auf Grund von Untersuchung 
derselben Objekte, dafs zur Entstehung der Spore ein einziges 
Körnchen genügt. So behauptete dies de Bary vom Bac. sub- 
tilis und Bac. anthracis; dieselbe Genesis führte Klein für 
Bac. leptosporus und Bac. sessilis aus. 

Die eben erwähnte Anschauung gewinnt durch den Umstand 
an Interesse, dafs zahlreiche neuere, unter Anwendung einer 
vervollkommneten und sehr verfeinerten Technik ausgeführten 
Arbeiten, sich derselben in bedeutendem Mafse wieder zuwenden, 
trotzdem sie von allen Angaben über die Sporenentstehung die 
älteste ist. 

Die gröfste Mehrzahl der neueren Beobachter gibt nämlich 
an, dafs sich die Spore aus dem Körper des Sporangiums als 
ein unscharf begrenztes Körperchen »herausdifferenziert«, und 
allmählich alle für die Spore charakteristischen Eigenschaften 
acquiriert. 

Nach Brefeld, dem wir diese Konzeption verdanken, ge- 
schieht bei dem Bac. subtilis die Differenzierung in der Weise, 
dafs im Sporangium ein dunkler Schatten auftritt ; es hat den 
Anschein, als weun sich die Substanz des Sporangiums an einer 
Stelle ansammeln würde. 

Somit würde es sich um eine Kondensation des »nichtdiffe- 
renzierten« Sporangiumprotoplasmas handeln ; eine Schluß- 
folgerung, die freilich zu einer wesentlich anderen Auffassung 
des Sporenbildungsvorganges führen mufs als jene, nach welcher 
die Spore dem Ineinanderfliefsen anderer körniger Protoplasma- 
differenzierungen ihre Entstehung verdankt. 
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Für die Entstehung der Spore aus einem Korne sprechen 
die folgenden Daten: 

Nach A. Koch tritt bei Bac. carotarum, dessen Inhalt nie- 
mals körnige Differenzierungen aufweist, die Spore als ein stär- 
kere Lichtbrechung zeigender Fleck auf. 

Peters sah in seinem Bac. € eine plasmatische Brücke, 
welche das Licht etwas starker brach als das übrige Plasma, 
und welche später durch eine unscharf begrenzte Spore ersetzt 
wurde, die jedoch bereits die definitive Gröfse hatte. 

Bei Bac. Solmsii schwillt nach den Angaben von Klein 
ein Polende an und nimmt eine grünliche Färbung an. Der 
Inhalt des geschwollenen Polendes kontrahiert sich später, löst 
sich von der Wand des Sporangiums ab und zeigt anwachsen- 
des Lichtbrechungsvermögen. 

Den Mitteilungen von Frenzel gemäfs erhält der grüne 
Kaulquappenbazill as in der Mitte des Sporangiums einen grofsen 
ovalen Körper, der etwas kleiner als die fertige Spore ist, grün- 
lich wird und sich auch amitotisch teilen kann. Woher der- 
selbe herrührt, vormochte Frenzel nicht zu eruieren — »er ist 
mit einem Male dac 

An älteren Milzbrandbakterien kann nach A. Fischer 
konstatiert werden, dafs die Spore durch Kontraktion des In- 
haltes zustandekommt, der im Beginne noch völlig den Bau 
des vegetativen Stäbchens besitzt. Die solehermafsen hervor- 
gebrachte Sporenanlage kontrahiert und verdichtet sich später 
noch mehr, um die reife Spore hervorzubringen. 

Die Publikation A. Meyers bezieht sich auf den Bac. 
tumescens und Bac. asterosporus. Am Beginne der Sporen- 
bildung schwillt das Sporangium an und im Gytoplasma tritt 
eine helle, elliptische, mit einer etwas dichteren Membran ver- 
sehene Stelle auf, die Meyer als Sporen Vakuole 1 ) bezeichnet. 

Dieselbe wird später stark lichtbrechend und scheidet sich 
scharf ab. Das Protoplasma konzentriert sich um die Spore 

1) Per parenthesin — eine gänzlich unzutreffende Bezeichnung, da von 
einem >vacuum< absolut keine Rede sein kann. Dieser Name ist ebenso 
schlecht wie derjenige der nur zu oft angewendeten >Kernvakuole«. 
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herum, wodurch die letztere kleiner wird. Schließlich erlangt 
die Spore eine dünne Hülle und ein Ektosporium. 

Wagner beobachtete in Typhus- und Koli-Bazillenketten 
liegende Sporen. Dieselben besaßen Bakteriengröfse und nah- 
men den Platz derselben ein ; sie unterschieden sich von den 
Bakterien blofs dadurch, dafs sie ungefärbt waren. Wagner 
schlofs daraus, dafs die Spore eine Bakterienzelle sei, welche 
sich zu Schutzzwecken mit einer starken Membran versehen hat. 

Bedeutende Aufmerksamkeit haben ihrerzeit die Angaben 
von Nakanishi hervorgerufen. Da dieselben jedoch vor 
allem auf der Konstatierung von Gebilden in Bakterien beruhen, 
welche er für Kerne ansah, so werde ich später auf dieselben 
zu sprechen kommen. Soviel sei jedoch an dieser Stelle her- 
vorgehoben, dafs auch nach Nakanishi die Spore durch Ver- 
dichtung des Plasmas um ein Körnchen gebildet wird. 

Dasselbe ist auch von den Angaben Preisz' anzuführen, 
die ich bei der Diskussion der feineren Struktur der Spore be- 
sprechen werde. 

Die Entwicklung der Ansichten über die Bildung der 
Spore kann also kurz in folgender Weise charakterisiert werden .- 

Man hat die Beobachtung gemacht, dafs vor dem Auftreten 
der Spore im Sporangium Protoplasmakörnchen erscheinen, 
welche im Laufe der weiteren Entwicklung der Spore entweder 
nicht mehr oder in geringerer Anzahl vorgefunden werden. Aus 
diesem Umstände schlofs man, dafs die Sporensubstanz aus den 
verschwundenen Körnchen gebildet worden ist. Anderseits hat 
man die Beobachtung gemacht, dafs ein Protoplasmakorn (oft 
bereits von der Gröfse der definitiven Spore) durch Änderung 
des Lichtbrechungsindexes sich zur Spore umwandeln kann. 
Beide Vorgänge werden öfters für dieselbe Bakterienart ver- 
zeichnet, was auch von dem Bact. anthracis Geltung hat. 

Die nachstehenden Untersuchungen werden ergeben, ob 
und in welcher W f eise diese beiden Beobachtungen zu einem 
einheitlichen Gesamtbilde der Sporenbildung vereint werden 
können. 
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Erinnert man sich der Angaben von Dietrich und Lieber- 
meister über die chemische Zusammensetzung der mit dem 
Naphtholblau färbbaren Granula des Bakterienleibes, so findet 
man, die freilich negativen, Kennzeichen, dafs sie durch die 
folgenden Reagentien : 5 proz. Kalilauge, 10 proz. Mononatriuui- 
phosphat, verdünnte Essigsäure, Eisessig und Magensaft — nicht 
verändert werden. 

Um festzustellen, wie sich diese Körnchen in Präparaten 
von Milzbrandbakterien verhalten, welche der Einwirkung von 
ehromatinolytisehen Stoffen ausgesetzt worden waren, habe ich 
die Färbung mit Dimethylparaphenylendiarain + «Naphthol 
au Bakterien vorgenommen, welche 5—6 Stunden in 5 proz. 
salpetersaurem Natron, konz. Kupfer- und Magnesiumsulfat, 
kouz. Ferrocyankalium oder 20 proz. XaCl verweilt haben, da 
ich die Feststellung gemacht habe, dafs nach Verlauf dieser 
Zeit die Chromatinolyse schon stark fortgeschritten ist. 

Es zeigte sich, dafs die solchermafsen präparierten Bakterien 
— aus gewöhnlichen Agarkulturen — einige Partien enthalten, 
welche sich mit dem Naphtholblau färben und zwar: kugelige, 
beliebig gelagerte und in verschiedener, jedoch nicht beträcht- 
licher, Anzahl auftretende Körnchen, weiterhin die Innenkörper, 
die letzteren in der Weise, dafs das Ektogranulum meistens — 
manchmal bedeutend — schwächer gefärbt erschien als das 
meistens intensiver gefärbte Entogranulum ; schliefslich nahm 
ich auch eine mittelstarke bis schwächere Färbung der Sporen 
wahr, welche sowohl in Stäbchen eingeschlossene, als auch freie 
Sporen betraf. 

Da eine weitere Verfolgung dieser Verhältnisse (d. h. der 
mit der mikrochemischen Untersuchung verbundenen Naphthol- 
färbuug) ein tieferes Eindringen in die Art der Sporenbilduug 
versprach, als es bis jetzt möglich gewesen, so habe ich Ver- 
suche vorgenommen, bei welchen ich die Naphtholblautinktion 
mit der Fuchsinfärbung zur gleichzeitigen Anwendung gebracht 
habe. 

Dabei ging ich in der Weise vor, dafs ich eine 1 proz. 
Wusserlösung von Fuchsin in dünner Schicht auf einem Teile 
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des Deckglases eintrocknen liefs, auf einen anderen Teil aber 
je einen nicht zu kleinen Tropfen Dimethylparaphenylendiamin 
und a-Naphthol brachte, die ich unter gleichzeitigem Zusätze 
eines Kulturteilchens so vermischte, dafs der gebildete Tropfen 
auf die trockene Fuchsinschicht hinüberreichte und dieselbe 
auflöste. Sodann brachte ich das Deckgläschen auf einen aus- 
gehöhlten Objektträger, damit die Luft Zutritt hätte. 

Ganz wie ich erwartet habe, stellte sich bei vielen Bak- 
terien eine Doppelfärbung ein. Und zwar färbten sich: die 
Umrisse des Bakteriums, die Zwischenwände unvollkommen ab- 
getrennter Bakterien, die Netzstrukturen der Bakterienkörper 
und die Ektogranula in rotem, die Entogranula und in gewissen 
Kulturen grofse, sporenähnliche Körper, aufserdem noch eine 
Anzahl von Granula in blauem Tone. 

Dieses Resultat meiner Benutzung jener zwei Färbungs- 
verfahren gab Hoffnung, dafs es auf diesem Wege möglich 
sein wird, die Wandlungen festzustellen, denen die einzelnen 
different gefärbten Teile im Laufe der Sporenentwicklung unter- 
liegen. 

Aus der kongruenten Färbung der Sporen und der nach 
dem Verfahren von Dietrich und Lieber meister färbbaren 
Körnchen, die sich aus meinen Versuchen ergeben hat, weiter- 
hin aus dem kongruenten Ausfalle der chemischen Reaktionen 
bezüglich dieser beiden Gebilde, den ich schon früher erwähnt 
habe, schien nämlich hervorzugehen, dafs die Aufmerksamkeit 
vor allem auf die Verfolgung der Schicksale der mit Naphthol 
blau färbbaren Körner zu richten wäre. 

Mit Bezug darauf habe ich vor allem daran zu erinnern, 
dafs sich in keimenden Sporen nach Preisz 1 ) ein mit Fuchsin 
färbbares Körnchen befindet, welches dieser Autor als den 
Sporeukern ansieht, und das sich mit einer bestimmten Menge 
Plasma von dem übrigen Stäbchen an einem der Pole durch 
eine Zwischenwand absondert. Dieser Kern verschwindet jedoch 
in der Sporenanlage, wobei sich die letztere in einem bestimm- 



1) Preisz, Studien (Iber Morph u. Biol. d. Milzbraudbaz. Zeutralblatt 
f. üakter., I, 86, 1904. 
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ten Zeitpunkte dunkler färbt als der übrige Bazillus; darauf er- 
lischt die Tinktionsfähigkeit derselben und zugleich wird die 
Substanz der Anlage stark lichtbrechend und glänzend, dabei 
grenzt sie sich immer schärfer ab. 

Von den Sporen des Milzbrandbakteriums hat bereits lange 
vor Preisz Catterina 1 ) auf Grund einer speziellen Tink- 
tionsmethode die Angabe gemacht, dafs sie ein färbbares Körn- 
chen, seiner Deutung nach gleichfalls den Kern, enthalten, das 
sich bei der Keimung direkt teilt. 

Eine ähnliche Angabe finden wir bei Meyer 2 ) bezüglich 
des Bac. asterosporus und auch bei Mühl sch le gel 3 ). 

Darüber, ob die von Catterina und Preisz beob- 
achteten Körnchen iu den Sporen des Milzbrandbazillus Kerne 
sind, kann nunmehr auf Grund meiner Arbeiten ein definitives 
Urteil, und zwar in negativem Sinne, abgegeben werden, 
was aus dem Verhalten der Bakterien und Sporen gegenüber 
der künstlichen Magensaftverdauung hervorgeht. 

Diese Erkenntnis macht eine andere Deutung des färbbaren 
Kornes der Sporen zur Notwendigkeit. 

Diesbezüglich haben wir vor allem die nachstehenden Um- 
stände, auf welche bereits Preisz aufmerksam gemacht hat, im 
Auge zu behalten: 

L Selbst in den jüngsten Sporenanlagen ist »der Kern«: 
oder, wie ich ihn besser bezeichnen will : das Chroma- 
tinkorn, stets schon enthalten und erreicht daselbst 
manchmal Dimensionen, welche »der Kern« des Bak- 
teriums selbst nie erreicht. Preisz gibt selbst zu, 
dafs er nicht imstande war, den Übertritt des »Bakterium- 
kernes« in die Spore direkt zu beobachten, sondern dafs 
er auf einen solchen blofs aus der Ähnlichkeit beider 

1} Ric. BuU'intima strnttura delle spore dei batteri. Atti della Soc. 
veveto-trent., III., 1898. 

2) Studien über d. Morpbol. u. Entwicklungegesch. d. Bakterien. Flora, 

1897. 

3} Studien Uber Bildung u. Bau d. Bakteriensporen. Zentralblatt für 
Bakter., II, Bd. 6, 1900. 
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und aus dem Umstände schlofs, dafs Bakterien mit 
Sporenanlage den »Kern« oft nur in dieser Anlage, 
nicht ausserhalb derselben, besitzen. 

II. Zu beachten ist, dafs in der Spore späterhin kein »Kerne 
mehr nachgewiesen werden kann. Preisz glaubt dies 
in der Weise erklären zu dürfen, dafs der »Kernt von 
dem färbbaren Plasma der Sporenanlage entweder ver- 
deckt sein kann, oder dafs es in der Entwicklung des 
Kernes eine Periode geben kann, in welcher die üblichen 
Färbungsmethoden zur Kenntlichmachung derselben nicht 
genügen. 

III. Schliefslich mufs hervorgehoben werden, dafs in der 
keimenden Spore das in der reifen und freigewordenen 
Spore abwesende Chromati nkorn wiederum leicht nach- 
gewiesen werden kann. 

Es ist klar, dafs diese drei Tatsachen ein schweres, wenn 
nicht überhaupt unlösbares Rätsel bilden, solange man auf dem 
Boden der zellulären Theorie der Bakterien stehen bleibt. Es 
ist jedoch interessant, dafs Forscher, die aufserstande sind sich 
vorzustellen, dafs es ein kernloses Protoplasma geben könnte, 
bei den Sporen zur Anerkennung einer Ausnahme gezwungen 
sind. Man kann sich nämlich der Tatsache nicht verschliefsen, 
dafs es nicht möglieh, ist, in der reifen Spore ein Gebilde nach- 
zuweisen, das man für den Kern zu halten berechtigt wäre. 

Die Spore erscheint als ein Protoplasma, das 
allen Theorien zum Trotze ein, wenn auch mini- 
males, so doch ganz unzweifelhaftes Leben ohne 
jeden Kern zu führen imstande ist und zwar eine 
Zeit hindurch, welche der Lebenslänge eines vege- 
tativen, nach jenen Autoren mit einem Kerne ver- 
sehenen, Individuums gegenüber, als in Potentia 
unendlich länger bezeichnet werden mufs. 

Die Anhänger der Zelltheorie der Bakterien sind mit Hin- 
blick auf die Tatsache, dafs die Spore zuerst einen Kern be- 
sitzt, ihn dann nicht mehr besitzt, während er in der keimenden 

IG* 
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Spore wieder auftaucht, — sofern sie sich nicht gewaltsamen 
Deutungen zuwenden wollen — zu der Anerkennung gezwungen, 
dafs in diesem Falle der Kern während des Lebens schwindet 
und später wieder auftaucht, eine Tatsache, die für andere Zellen 
bestritten worden ist, obwohl sie auch für diese unter bestimmten 
Bedingungen nachgewiesen werden kann. 

Für mich stehen nun zwar die Dinge — sofern es die 
Sporen betrifft — freilich anders. Da infolge meines Beweises 
der Kernnatur der Strukturkomponenten des Milzbrandbakteriums 
von einer Morpholyse und Morphogenese eines Kernes keine 
Rede sein kann, so ist es klar, dafs es sich in dem vorliegenden 
Falle nur um den einen Ausdruck des morphologischen Meta- 
bolismus des Protoplasmas, bestimmter ausgedrückt, um einen 
Fall von Umwandlung des Chromatins in eine che- 
misch unterschiedene und gleichzeitig morpholo- 
gisch andersgeartete Substanz handeln könne. Aus 
meinen oben gemach ten Äufserun gen geht hervor, 
dafs diese Substanz dem Linin analog ist. 

Bei Verwendung der oben dargelegten Doppelfärbung mit 
Fuchsin und Naphtholblau kann Schritt für Schritt gezeigt wer- 
den, dafs der Sporenbildung ein Anhäufen von Chromatinkörnchen 
auf dem fertilen Pole vorausgeht. Diese Feststellung stimmt 
mit den früher zitierten Angaben Meyers von der Anhäufung 
der »Volutin«körner in den vegetativen Stäbchen vor der Spo- 
renbildung 1 ) überein. 

Die Chromatinkörnchen sondern sich weiterhin von dem 
übrigen Bakterienkörper vermittelst einer Zwischenwand ab; die- 
selbe entsteht gewöhnlich in der Weise, dafs sich ein Körnchen 
in die Länge zieht und zu einer Membran ausbreitet. In einem 
bestimmten Augenblick dieses Vorganges kann das Bild den 
Eindruck hervorrufen, dafs — wie z. B. Preisz angibt — das 
Körnchen von der Scheidewand passiv mitten entzweigeteilt 
wird. Steht man auf dem Standpunkte, dafs dieses Körnchen 
dem Bakterienkerne entspricht, so könnte das erwähnte Bild die 

1) Siehe auch M ik h 1 sc h I e ge I , Zentrulbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. ü, 1900. 
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Deutung erfahren, dafs es sich um eine passive Zerteilung des . 
Kernes handelt. Meinen Beobachtungen gemäfs ist dem jedoch 
nicht so; es würde auch allen unseren Vorstellungen von der 
Rolle des Kernes bei der Teilung widersprechen, wenn er in 
passiver Weise geteilt werden sollte. 

Ist die Sporenanlage einmal abgesondert, so kommt es zur 
Auflösung der in derselben angehäuften Chromatinkörnchen; 
dieselben zergehen und flielsen zusammen. Dieses Stadium ent- 
spricht demjenigen, in welchem die Sporenanlage stark färbbar 
erscheint. 

Es ist eben dasjenige Stadium, welches mehrere Forscher 
bewogeu hat, die Bakterienspore im morphologischen Sinne 
mit dem Zellkerne zu analogisieren. So sprach sich Frenzel 1 ) 
darüber in folgendem Sinne aus: »Beginnt mithin die Spore als 
ein kernartiger Körper, so werden allmählich die Bestandteile der 
gesamten Zelle in sie aufgenommen, morphologisch ist nun die 
Spore wahrscheinlich wohl ein Kern.i 

Dem analogen Gedanken begegnen wir neuerdings bei 
Schaudinu 2 ). Er fand bei Bac. Bütschlii, dafs sich zur Zeit 
der Sporenbildung die früher regellos im Bakterienleibe zer- 
streuten Nukleinkörnchen zu einem zentralen, wellig verlaufenden 
Fadeu gruppieren, dessen Enden zu eiförmigen Gebilden an- 
wachsen. 8 ) Das ganze Gebilde macht den Eindruck eines Kernes. 
>Ich habe die Vorstellung«, sagt Schaudi n n , >dafs die Kern- 
substanzen, welche schon bei höheren Mikroorganismen (viel- 
leicht auch bei anderen Bakterien im Zentralkörper Bütschlis) 
in einem morphologisch differenzierten Gebilde, dem Zellkern, 
eine bestimmte Gruppierung und Organisation angenommen 
haben, bei unserem Bazillus während des gröfsten Teiles seiues 

1) Der Zellkern und die Bakterienspore. Biolog. Zentrnlblalt, 1891. — 
Über den Bau a. die Sporenbildung grüner Kaulquappenbazillen. Zeitachr. 
f. Hyg., I, 1892. 

2) Beitr. z. Kenntnis d. Bakterien u. verwandt. Organismen, I. Bacillus 
Bütschlii. Arch. f. Protistenkunde, I., 1902. — II. Bacillus sporonema. Ibid. 
II, 1908. 

3) Dieselben verlieren spater ihre Ti Aktionsfähigkeit und wandeln sich 
zu 8poren um. 
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Lebens diffus durch das Plasma verteilt sind ; nur bei der Sporen- 
bildung kommt es zur Ausbildung eines den echten Zellkernen 
der höheren Organismen vergleichbaren Gebildes ; ich meine die 
erste Anlage der Spore, die morphologisch einem einfachen Zell- 
kern, wie wir ihn von vielen Protisten kennen, außerordentlich 
ähnlich ist. Also nur für eine kurze Lebensperiode kommt es 
zur morphologischen Sonderung von Kernsubstanz (in Form 
eines Zellkernes) und Protoplasma.« 

Der in dem letzten Satze ausgesprochenen Ansicht Schau- 
dinns wurde freilich durch meine mikrochemischen Unter- 
suchungen für das Bact. anthracis völlig der Boden entzogen, 
indem ich bewiesen habe, dafs sich Bakterienleib und Spore 
gegenüber der künstlichen Magensaftverdauung zwar gleich, 
den chromatinolytischen Stoffen gegenüber aber verschieden ver- 
halten, so dafs beide zwar aus Kernsubstanz bestehen, jedoch 
der Leib dem Chromatin die Spore dagegen dem Linin entspricht. 

Aus diesem Sachbestande ergibt sich somit, dafs die Ver- 
mutung von Frenzel und Schaudinn, betreffend die Analogi- 
sierbarkeit der Spore mit dem Zellkerne, dahin richtigzustellen 
ist, dafs die Sporenanlage auf einem bestimmten 
Stadium ihrer Entwicklung eine Anhäufung von 
Chromatin Substanz darstellt. 

Nach Erreichung dieses Stadiums schwindet die Färbungs- 
fähigkeit der Sporenanlage. 

Es ist von mehreren Seiten die Ansicht ausgesprochen worden, 
dafs an dem Schwunde der Substantiven Tinktionsfähigkeit mit 
basischen Farbstoffen auch die Innenkörper beteiligt sind. 

Auf diese Beteiligung könnten z. B. auch die Angaben von Mühl- 
schlegel (I.e.), Nakanishi 1 ) und Ascoli 2 ) über die Zu- 
sammenwirkung von Plasma und Körnchen bei der Sporen- 
bilduug zurückgeführt werden. Nach diesen Autoren soll 
nämlich nach dem Auftreten der sporogenen Körnchen ein 
grauer Fleck im Plasma entstehen, um den sich die ersteren 
zusammendrängen, und mit dem sie verschmelzen. Dieses Stadium 

1) NakaniBhi, Mönch, med. Wochenschr., Nr. 20, 1900. 
■2) Ascoli, Deutsche med. Wochenschr., Nr. 20, 1901. 
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kann insofern färberisch festgestellt werden , als die Sporen- 
anlage während desselben sich bei der gewöhnlichen Sporen- 
doppelfärbuug im Mischtone des verwendeten roten und blauen 
Farbstoffes tingiert. Diese Färbung ist jedoch so vieldeutig, 
dafs sie einen präziseren Schlufs auf die Bildungsweise des ge- 
färbten Elementes wohl kaum zuläfst. 

Welche Art der Beteiligung an der Sporeubildung man dem 
Innenkörper zugeschrieben hat, geht aus den nachfolgenden 
Momenten hervor. 

Bunge 1 ) hat den von ihm entdeckten säurefesten Körper, 
der nach ihm durch Zusammenfliefsen kleiner säurefester Körn- 
chen entsteht, als »Vorspore« bezeichnet. Ich habe das Ekto- 
granulum des Innenkörpers mit diesem säurefesten Gebilde 
identifiziert. 

Krompecher 3 ) sprach die Vermutung aus; dafs die von 
ihm entdeckten, von mir als Entogranula des Innenkörpers be- 
zeichneten Körnchen in irgendwelchen Beziehungen zur Sporen- 
bildung stehen. Er schlofs dies daraus, dafs er die Entogranula 
nur bei sporenbildeuden Bakterien vorfand, dafs sich dieselben 
der Hitze gegenüber als resistent erwiesen, dafs sie gleichzeitig 
mit den Entogranula vorkommen und sich gleichzeitig zu Körn- 
chenhaufen umwandeln, wenn die Entogranula sich zu diffus 
färbbaren Schollen von fast derselben Gröfse neubilden. 

Preisz 3 ) hat die beiden eben zitierten Meinungen in der 
Weise zu vereinigen gesucht, dafs er das Entogranulum direkt 
an der Bildung der Spore teilnehmen läTst, während das Ento- 
granulum nach ihm einen Reservestoff darstellt, »der irgendwie, 
keinesfalls aber förmlich zum Aufbau der Spore verwendet wird*. 

Hierzu habe ich vor allem zu bemerken, dafs die Deutung 
Preisz' von fixierten Präparaten herauskombiniert wurde, aber 
keineswegs auf direkter Beobachtung beruht; Preisz hebt selbst, 
wie ich ja schon einmal erwähnt habe, nachdrücklich hervor, dafs 

1) Über Sporenbildung bei Bakterien. Fortschritte der Mediain, 1895. 

2) Untersuch, üb. d. Vorh. metacbrotnat. Körnchen bei eporentragenden 
Bakterien. Zentralbl. f. Bakter., I, Bd. 30, 1901. 

3) a. a. 0. 
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er den Übergang vom Zellkern zum Kern der Sporenanlage 
direkt nicht verfolgen konnte. 

Aus seiner Angabe, dafs der »Bakterienkern« in enger Be- 
ziehung zu den Scheidewänden steht, welche die Sporenanlage 
gegen die Mutterzelle abgrenzen, indem er meint, dafs Kern- 
teilung und Scheidenausbildung in einem vor sich gehen können; 
aus seiner Angabe weiterhin , dafs das in die Spore gelangte 
KernteilungBprodukt zu sonst ungewöhnten Dimensionen an- 
wächst, sowie aus seiner Mitteilung, dafs sich diese Gebilde mit 
verdünnter Fuchsinlösung tingieren, glaube ich schliefsen zu 
dürfen, das Preisz bei seiner Deutung des Anteiles der 
Innenkörper an der Sporenbildung verschiedene Gebilde zu- 
sammengeworfen hat, woran die von ihm gebrauchte Beobach- 
tungsmethode schuld trägt. 

Ich habe ') des öfteren direkt beobachten können, wie sich ein 
mit Methylenblau färbbares, im Inhalt eines grofseu Kokkus be- 
findliches Körnchen zu einer Scheidewand umgebildet hat. Ahn- 
liches sah ich später auch bei Bakterien. Die betreffenden 
Körnchen zeigten sich in keiner Weise von den übrigen in jenen 
Bakterien enthaltenen Körnchen verschieden. Die Färbbarkeit 
in Fuchsin kann man gleichfalls als kein derartig charakteristisches 
Merkmal ansehen, dafs man auf demselben die Diagnose auf 
den Bakterienkern basieren könnte. Und dies zwar schon auch 
aus dem Grunde nioht, weil überhaupt die färbbaren Körnchen 
des Bakterieninhaltes zum gröfsten Teil das Fuchsin wegen 
seiner, ihrem Porenvolum adäquaten Molekulargröfse, anderen, 
gleichfalls basischen Farbstoffen, ganz besonders aber dem viel 
dunkleren Methylenblau, vorziehen. 2 ) Meine Meinung geht so- 
mit dahin, dafs die von Preisz von fixierten Präparaten abge- 
leitete Beteiligung des Entogranulums an der Bildung der Spore 
einfach auf die Einbeziehung der im Bakterienleibe 
enthaltenen N u kl ei n kö rnc he n in die Sporenanlage 

1} Über die biolog. Bedeutung der färbbaren Körnchen deB Bakterien- 
inhaltee Arcb. f. Hyg., 47, 1903. 

2) Siehe hierüber meine Arbeit: Weitere Untersuch, über d. Bau u. die 
allg. Mol. Natur der Bakterien. Arch f. Hyg., 51, 1904. 
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zurückzuführen ist. Damit will ich aber keineswegs gänz- 
lich in Abrede stellen, dafs das Entogranulum sich an der Sporen- 
bildung doch beteiligt. Habe ich doch ja selbst gesehen, dafs man 
manchmal bei Anwendung der Doppelfärbung mit Napbtholblau 
und Fuchsin in der rot gefärbten Sporenanlage ein blaugefärbtes 
Korn sehen kann, was man so auffassen könnte, dafs dieses 
Korn dem Entogranulum (das sich gleichfalls mit Napbtholblau 
färbt) entspricht. 

Da jedoch die Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann, 
dafs das blaue Korn auch nur der Ausdruck der beginnenden 
chemischen Umwandlung der Sporenanlage sein könnte, so inufs 
ich die Frage der Beteiligung des Entogranulums an der Sporen- 
bildung offen lassen. 

Dafs die Innenkörper sich bei derselben auflösen, gebt da- 
raus hervor, dafs sie in den Resten der Bakterienkörper nicht 
nachgewiesen werden können. 

In einem bestimmten Zeitpunkte ist die Färbung so weit 
zurückgewichen, dafs nur noch ein Chromatinkom in der Spore 
vorhanden ist — es ist dann die igekomte Sporec der Autoren. 

Sobald einmal die Färbbarkeit der Sporenanlage erloschen 
ist, erweisen sich die chromatinolvtischen Stoffe bei mikroche- 
mischen Reaktionen als unwirksam, die Spore gibt nunmehr die 
Reaktionen des Linins. Aus dieser Beobachtung mufs mit Not- 
wendigkeit gefolgert werden, dafs hier zugleich mit dem morpho- 
logischen ein chemischer Vorgang stattgefunden hat. Nach Er- 
reichung dieser Entwicklungsstufe ist es nicht mehr möglich, in 
der Spore ein Chromatinkom nachzuweisen. 

Aus der unfärbbaren J ) Liuinspore sehen wir dann bei der 
Keimung wiederum das Chromatin entstehen. Es ist klar, dafs 
es sich hierbei um das Wachstum des Chromatins aus deu ultra- 
mikroskopischen Dimensionen eines Molekülkomplexes über die 
Grenze des Auflösungsvermögens des Mikroskopes hinaus, so 
dafs es in Form eines, sofort mit dem Fuchsin färbbaren Körn- 
chens sichtbar wird, und in der Folge um eine weitere Ver- 



1) Natürlich nur in relativem Sinne. 
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mehrung desselben handelt, bis das aus der achromatischen 
Lininspore entstandene Stäbchen zum gröfsten Teil wieder aus 
Chromatin besteht. 

Wie man sieht, so bringt diese meine Auffassung alle Um- 
stände, welche von verschiedenen Seiten zur Morphologie der 
Sporenbildung beigebracht worden sind, in Einklang und stellt 
den Vorgang der Sporenbildung in morphologischer Beziehung 
zu anderen an Zellkernen beobachteten Vorgängen in Analogie. 
Aus dieser Analogie scheint hervorzugehen, dafs 
die Fähigkeit des Chromatins, sich in dasLinin um- 
zuwandeln, auf ein m orphochemi sches Gesetz von 
allgemeiner Gültigkeit hinweist. Die allgemeinere Ver- 
breitung dieses Vorganges nachzuweisen, bleibt weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten. 



II. Das verschiedene Verhalten des Bact. anthracis auf Agar-Agar 
und Glyzerin-Agar-Nährboden. 

Beobachtet man das Wachstum des Milzbrandbakteriums 
auf gewöhnlichem Agarnährboden, so bemerkt man, dato der 
sich bildende Belag nach einiger Zeit ein feuchtes, weifslich 
graues durchscheinendes Aussehen gewinnt; dagegen wird der 
auf dem Glyzerin Agarnährboden sich entwickelnde Belag nach 
einiger Zeit undurchsichtig und nimmt eine milchweifse Farbe 
an, zugleich wird er aber auch trockener. 

Bei Berührung erweist sich der auf gewöhnlichem Agar auf- 
gewachsene Belag viscös, bis brei-, ja selbst gallertartig, der 
Glyzerin Agarbelag im Gegenteile als auffallend brüchig. 

Da diese Unterschiede im äufseren Aussehen der Kultur 
nun auf Unterschieden im Wachstum der Bakterien beruhen 
können, so habe ich derartige Kulturen einer mikroskopischen 
Untersuchung unterworfen. 

Zu diesem Zwecke fixierte ich die möglichst schnell trocken 
gelegten Präparate mit einem Gemische von zwei Teilen konz. 
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wässeriger Subliinatlösung und einem Teil absol. Alkohol und 
färbte nach Abspülen mit destilliertem Wasser mit verdünnter 
wässeriger Fuchsinlösung. Diese Präparationsmethode gilt für 
alle nachstehenden Schilderungen, sofern nicht ausdrücklich 
anders bemerkt ist. 

Ich habe in Erfahrung gebracht, dafs das Wachstum des 
Milzbrandbakteriums auf den obgenannten Nährböden in ver- 
schiedener Weise verläuft. 

Ohne mich weiter in die Schilderung dieser Unterschiede 
au dieser Stelle einzulassen, möchte ich nur das Eine her- 
vorheben, dafs nämlich auf dem Glyzerinagar das Wachstum 
unseres Bakteriums ein viel üppigeres ist als auf dem gewöhn- 
lichen Agar. Aus dem Aussehen der Kultur kann man diese 
Tatsache sehr oft nicht erschliefsen. Der Grund mag darin 
liegen, dafs wir nicht imstande sind, die auf die Nährböden 
verimpften Teile genau gleich grofs abzumessen, uud weil wohl 
die Menge der wirklich lebenden und vermehrungsfähigen Indi- 
viduen in den verimpften Kulturteilchen nicht immer gleich ist. 

Dagegen tritt der oberwähnte Unterschied im Wachstum auf 
den beiden Nährböden im mikroskopischen Präparate sehr deut- 
lich zutage. 

Aus dem Studium derselben ergibt sich, dafs die Kultur 
auf gewöhnlichem Agar aus dünnen, schlanken Individuen zu- 
sammengesetzte Fäden birgt, während die Glyzerinagarkultur be- 
deutend voluminösere Individuen aufweist. Wenn man von 
den ersteren drei der Breite nach nebeneinandergelegte Individuen 
auf einem Intervalle des mikrometrischen Okulars unterbringt, 
so gelingt uus dasselbe nur bei 2 — 2,3 Individuen der Glyzerin- 
agarkultur. Das sind freilich Durchschnittsdaten. Während 
aber die Agarkulturindividuen in ihren Dimensionen fast gar 
nicht schwanken, tritt bei den Glyzerinagarkulturindividuen eine 
ziemlich bedeutende Variabilität der Dimensionen zutage, in- 
dem viele derselben zu einer Vergröfserung ihres Volumens hin- 
neigen. 

Nach einiger Übung erkennt man bei normalen Kulturen 
im Mikroskope auf den ersten Blick, ob das Präparat einer 
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Agar- oder einer Glyzerinkultur entstammt. Der erwähnte Wachs- 
tumsunterschied ist eine konstante Erscheinung. Dieselbe mufs 
jedoch nicht gleich in den ersten Stunden, ja selbst Tagen der 
Kultivierung jedes Milzbrandstammes offenbar werden. In 
manchen Kulturen tritt er erst am dritten Tage in Erscheinung, 
um sich nicht mehr zu verwischen. Manchmal genügt es, eine 
derartige Kultur auf einen neuen Nährboden zu bringen, um 
den fraglichen Unterschied gleich in den ersten 18 Stunden zu 
Augen zu bekommen. 

Die besprochene Wachstumsdifferenz mag unerheblich er- 
scheinen; sie ist zum Ausgangspunkt der nachstehend mitge- 
teilten Beobachtungen und Versuche geworden. 

Ich möchte daher vor allem konstatieren wollen, was der 
Grund jenes Wachstunisunterschiedes ist. 

Die betreffenden Nährböden differieren nur darin, dafs der 
jenige Nährboden, auf welchem das Milzbrandbakterium mäch- 
tigeres Wachstum zeigt, eine bestimmte Quantität (7°/ 0 ) Glyzerin 
enthält. 

Es ist mir nicht bekannt , dafs jemand über die Wirkungs- 
weise dieses Zusatzes auf die Wachstumsweise der Bakterien 
spezielle Versuche angestellt hätte; derselbe wurde zuerst von 
Koch vorgeschlagen und verwendet, um den Tuberkelbazillus 
zu üppigerem Wachstum zu bringen. Dasselbe wird auch bei 
einer Reihe anderer Bakterien erreicht und — wie aus dem 
Obigen zu ersehen ist, trifft es auch bei dem Milzbrandbakterium zu. 

Nach den landläufigen Gesetzen der Logik liegt der Schlufs 
nahe, dafs das Glyzerin in irgendwelcher Weise die Assimilation 
des Bact. anthracis unterstützt oder erhöht. Ob dies direkt 
oder indirekt geschieht, berührt uns wenig; wichtig ist für uns 
die Schlufsfolgerung, dafs das Glyzerinagar für das Milz- 
brandbakterium einen vorteilhafteren Nährboden 
darstellt, welcher demselben eine regere und wirk- 
samere Assimilation ermöglicht. 
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III. Die Differenzen im Entwicklungszyklus des Milzbrand- 
bakteriums bei der Züchtung auf Agar- und Glyzerin-Agar- 

Nährböden. 

Vergleicht man die Art und Weise, in welcher sich das 
Milzbrandbakterium auf den erwähnten Nährböden entwickelt, 
so begegnet man bald zahlreichen, in den Bau dieses Bakteriums 
tief eingreifenden Differenzen. Es ist wahrlich zu verwundern, 
dafs man den Veränderungen, welchen der Entwicklungszyklus 
des Bact. anthracis auf dem Glyzerinagar unterliegt, bislang 
nicht die geziemende Aufmerksamkeit geschenkt hat, da ja das 
Milzbrandbakterium mit zu den am meisten untersuchten Objekten 
gehört. 

Vor allem soll jedoch in aller Kürze rekapituliert werden, 
was über den Entwicklungszyklus des Milzbrandbakteriums all- 
gemein gelehrt wird. 

Befindet sich dasselbe in ihm zusagenden Lehensbedingungen, 
so teilt sich dasselbe sehr lebhaft und bildet Fäden; nach einer 
Reihe von Generationen (im Durchschnitte 30—70 Generationen 
bei 37° auf Agar) kommt es infolge der Erschöpfung der im 
Nährboden enthaltenen Nährstoffe und besonders, wie A.Fischer 
anführt, infolge der Anhäufung von Stoffwechselprodukten, zur 
Sporenbildung, wenn gewisse dazu unerläfsliche Bedingungen erfüllt 
sind, so hauptsächlich eine bestimmte Temperatur und die Gegen- 
wart freien Sauerstoffes. Nach der am meisten verbreiteten An- 
sicht keimen die Sporen auf^dem Boden, in welchem sie ent- 
standen sind, nicht mehr aus. 1 ) Ein jeder Bazillus bildet nur 
eine Spore von eiförmiger Gestalt, deren Durchmesser denjenigen 
des Bakterienkörpers niemals übersteigt 2 ), und welche stark licht- 
brechend ist. Die Sporenbildung wird als ein teleologisches 
Moment angesehen, das der Arterhaltung dient. 8 ) Der bei der 
Sporenbildung übrigbleibende Bakterienrest geht unter Zerfall 
zugrunde. 

1) Günther, Kinf. in d. Stud. d. Bakteriologie. 5. Aufl., IHM. 

2) Kolle-Hetsch, Die exper. ßakteriol. etc. 1906, S 22. 

3) Kolle-Hetscli, a. a. O., S. 110. 
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Befindet sieh das Bact. Anthracis in Bedingungen, welche 
dem Wachstum und Leben ungünstig sind, treten sog. Iuvolutions- 
formen, Absterbeerscheinungen auf. 1 ) Der Bazillus bläht sich 
dabei auf, vergröfsert sich, erleidet Mifsbildungen, verkrümmt 
sich in der verschiedenartigsten Weise, sein Protoplasma durch- 
setzt sich mit »Vakuülent, er geht seiner Färbbarkeit und scharfen 
Begrenzung verlustig. Dann sind die Bazillen nicht mehr imstande 
sich zu vermehren, selbst wenn sie auf einen neuen Nährboden 
gebracht werden, sie sind abgestorben. 

Kommt es zur geziemenden Zeit nicht zur Sporonbildung, 
so gehen die betreffenden Bakterien unter der Bildung von In- 
volutionsformen 2 ) zugrunde. 

Dies in aller Bündigkeit die Quintessenz des heutigen Wissens 
vom Entwicklungszyklus des Milzbraudbakte'riums. 

Bei der Revision dieser Angaben taucht jedoch bald eine 
Reihe von Fragen auf, deren Beantwortung nicht ohne Einflufs 
auf die Ausgestaltung unserer Vorstellungen vom Entwicklungs 
zyklus dieses Bakteriums bleiben kann. 

Von diesen Fragen will ich nur die folgenden hervorheben, 
da sie in enger Beziehung zu den in dieser Arbeit mitgeteilten 
Eruierungen stehen. 

So steht die Antwort auf folgende Fragen aus: Welches ist 
die Bedeutung der Sporenbildung? Dienen sie tatsächlich der 
Arterhaltung und sind sie also eine zweckmässige Einrichtung, 
auf welche Weise erhalten sich die asporogenen Stämme, die 
— wie bekannt — aus sporogenen Milzbrandstämmen künstlich 
gewonnen werden können? 

Welches ist die Ursache der Sporenbildung? Hängt sie tat- 
sächlich mit der Erschöpfung der Nährstoffe zusammen und 
können daher die Sporen auf dem Nährboden, auf dem sie ent- 
standen sind, nicht wieder auskeimen? 

Welche Bedeutung kommt den Involutionsformen zu? Sind 
sie tatsachlich Absterbeerscheinungen ? In dem Buche von K olle - 

1) Günther, a. a. 0., St. 16. 

•-' Leb mau n Ncum ann, All. u. «irundrif« d. Bakteriol., 15H)4, S. 88. 
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Hetsch 1 ) kann man lesen: »Während bestimmte Bakterien- 
arten unter ungünstigen Ernährungsverhältnissen allmählich ab- 
sterben 2 ), ist anderen in diesem Falle durch die Bildung von 
Dauerformeu die Möglichkeit gegeben, sich lebensfähig zu er- 
halten.« Bei dem Bac. anthracis begegnen wir nun sowohl 
Involutionsformen wie Sporen. In welchen gegenseitigen Be- 
ziehungen stehen nun die beiden zu einander? 

Im nachstehenden will ich nun die gestellten Fragen zu 
beantworten suchen. 

Vor Allem schreite ich an die Schilderung der Art, in 
welcher sich das Milzbrandbakterium auf gewöhnlichem und 
Glyzerinagar entwickelt. Die Entwicklung habe ich parallel in 
der Weise verfolgt, dafs ich von der Mutterkultur gleichzeitig 
mit demselben Partikelchen beiderlei Nährböden beschickt und 
von den neuen Kulturen in der oben angegebenen Weise be- 
arbeitete, in verschiedenen Zeitintervallen entnommene Proben 
untersucht habe. 

Da die Entwicklung auf dem Glyzerinagar im Vordergrunde 
unseres Interesses steht, so wende ich mich vor allem der Schilde- 
rung derselben zu, um später auf die Differenzen einzugehen, 
welche sich mit Bezug auf die Entwicklung auf dem gewöhn- 
lichen Agar ergeben. 

Die Kulturen, deren Typus ich im nachfolgenden schildere, 
stammten von virulenten Stämmen und wurden bei 37° C ge- 
züchtet, doch traten die geschilderten Phänomene auch in Kulturen, 
welche bei 17° gehalten wurden, freilich etwas später, auf. 

In den ersten Stunden beherbergt eine Glyzerinagarkultur 
nur homogen, diffus gefärbte, zu Fäden aneinandergereihte In- 
dividuen von hohem Glänze und einer bemerkenswerten Prall- 
heit des Inhaltes. Es kommt jedoch bald zu einer Differenzierung 
des Inhaltes derselben (etwa in der Art der Fig. 2A). 

Zwischen der 3. und 5. Stunde der Kultivation beginnen 
in den Stäbchen zuerst unscharfe, dann scharf begrenzte, bei 

1) Kolle-Hetsch, a. a. O., 8.22. 

2) Unter Bildung von Involutionsfonnen, wie ich oben nach Lehmann- 
Neu mann angeführt habe. 
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der verwendeten Präparationsmethode ungefärbte Flecken aufzu- 
treten, welche Körnertl einer stärker lichtbrechenden Substanz 
entsprechen. Die Zahl derselben kann variieren; in den Fäden 
trifft man in hintereinander folgenden Stäbchen die folgende 
Anordnung der erwähnten Körner. Nimmt man ein mit einem 
zentralen Korne versehenes Stäbchen als erstes hin, so enthält 
das zweite zwei, das dritte drei, das vierte vier kleinere oder 
zwei gröfsere, in gröfserem Abstände voneinander postierte, das 
fünfte schliefslich zwei noch gröfsere und noch weiter voneinander 
entfernte Körnchen, während man statt des sechsten Stäbchens 
zwei mit etwas abgeplatteten Polen aneinanderstofsende grofse, 
glänzende Körper findet, welche im Faden die Stelle von ganzen 
Bakterien einnehmen, oder zwei ähnliche, kugelige nebeneinander- 
liegende Körper. Es ist somit klar, dafs sich die oberwähnten 
Körnchen vermehren und event. bis zur Gröfse des Bakterien- 
individuums anwachsen. Diese Körner, welche insbesondere so- 
lange sie klein sind , eine grofse Ähnlichkeit mit sporogenen 
Körnern aufweisen, werde ich weiterhin als sporoide Körner 
bezeichnen, welche Bezeichnung in keiner Weise präjudiziert, 
welcher Art Gebilde sich aus jenen Körnern eigentlich ent- 
wickeln, sondern nur die äufserliche Ähnlichkeit der Körner mit 
den Sporen betonen, welche, wie ich später zeigen werde, in 
mancher Hinsicht ziemlich grofs ist. 

Ich mufs konstatieren, dafs die Vermehrung und das Wachs- 
tum der sporoiden Körner nicht überall in der obenbeschriebenen 
eintönigen Weise vor sich geht, man kann in einem Bazillus 
einen grofsen zentralen Körper, zu beiden Seiten des letzteren 
aber noch je ein kleines Körnchen vorfinden, oder es können 
sich in einem Bazillus mehrere kleine Körner ansammeln, die 
zum gröfsten Teile eine Kolumne in der Mitte der Längsachse 
des Bakteriums bilden ; dabei können sie sich entweder nur mit 
ihrer Peripherie berühren, so dafs sie ein aus 4 — 5 Kügelchen 
gebildetes rosenkranzförmiges Gebilde bilden, oder sie gruppieren 
sich so, als wenn sie eine längliche, enge Lakune in der Bazillen- 
substanz, welche von 3—6 vertikal auf die Längsachse gestellten, 
in regelmäßigen Abständen postierten Scheidewänden durch- 
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sogen ist, bilden würden. Die sporoiden Körperchen müssen 
jedoch keineswegs die Lage in der Mittellängslinie des Bakteriums 
einnehmen, sondern sie können einzeln auch in der Randnähe 
beliebig gelagert sein. (Fig. 1 A, Fig. 4 c, f.) 

Manchmal sieht man eine Reihe kleiner Bazillen, welche je 
einen gröfseren, kugeligen, zentral gelegenen sporoiden Körper 
enthalten. Wie sich später ergeben wird, dar! man in einem 
solchen Falle die letzteren trotz ihrer auffallenden Ähnlichkeit 
mit den Sporen nicht mit diesen Gebilden verwechseln. 

Ein anderes Mal findet man selbst einen gröfseren zentralen 
sporoiden Körper von einer Querscheidewand geteilt. Schliefslich 
können in einem Faden sich mehrere solcher Körper entweder knapp 
hintereinander oder in kleinen Intervallen, welche sehr oft nur 
einer Scheidewand entsprechen, gelagert finden, darauf kann 
ein Fadenstück nicht differenzierter färbbarer Substanz in der 
Länge eines gröfseren Bakteriums folgen, das von einem ebenso 
langen Fadenabteil abgewechselt werden kann, der jedoch aus 
sporoider Substanz besteht; der Faden ist hierbei nicht in 
Bakterien geteilt, er bildet ein Ganzes — einen Scheinfaden. 

Nach 18 Stunden überwiegen im Präparate lange Fäden, 
welche in sehr kleine Bakterienindividuen geteilt erscheinen; 
dieselben enthalten kleine sporoide Körperchen. Offenbar ist 
die Teilung sehr rege. (Fig. 3.) 

Eine 24 Stunden alte Kultur. Die sporoiden Körperchen 
liegen oft mitten im Bazillus, vielfach jedoch auch an den 
Enden desselben. In diesem Falle werden sie oft gröfser als 
der Durchmesser des Stäbchens. Das Bild macht dann den 
Eindruck, als wenn es sich um eine abnormal gebildete Spore 
handeln würde, wie solche z. B. von Lehmann beschrieben 
worden sind. Es treten jedoch auch Bilder in Sicht, welche diese 
Deutung nicht unterstützen. Stäbchen, welche mehrere sporoide 
Körper enthalten, müssen nicht gröfser und auch nicht volumi- 
nöser sein als ein Bazillus, der nur einen solchen beherbergt. 
Die Form des Bakteriums kann regelmäfsig zylindrisch bleiben, 
manchmal aber, wenn der sporoide Körper eine bestimmte Grötse 
erreicht hat, kann sich die zylindrische in einer Clostridium- 
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form verwandeln und kann diese Veränderung entweder kaum 
kenntlich oder auch sehr auffallend sein, in welch letzterem 
Falle nicht blofs das Wachstum der sporoiden Kugel, sondern 
wahrscheinlich auch der gesteigerte Turgor an der Hervorwölbung 
des Bazillenkörpers schuld trägt. (Fig. 21 d.) Doch ist das eben 
beschriebene Verhalten keinesfalls die Regel; manchmal sind die 
sporoiden Kugeln grofs, der Bakterienleib folgt aber nicht ihrem 
Wachstum. (Fig. 4 h., e.) 

In dieser Zeit wird auch das Bestreben nach eiliger Teilung 
offenbar. Der Faden, in welchem sich eine gröfsere Menge 
sporoider Körper angesammelt hat, sucht sich augenscheinlich 
auf Partikel zu zerteilen, welche nur je einen solchen Körper 
enthalten, woraus Gebilde resultieren, die sich als kaum in die 
Lange gezogene Sphäroide darstellen, es entstehen fast isodia- 
metrische Gebilde, die Formlanger bazillärer Individuen schwindet; 
dafs es sich überhaupt um einen Bazillus handelt, erkennt man 
dann gegebenenfalls oft nur daran, dafs die aus der hastigen 
Teilung hervorgegangenen . kokkenförmigen« Gebilde durch die 
Hülle zu einem Fadengebilde verbunden sind. (Nr. 24.) Somit 
sehen wir, dafs auch bei dem Milzbrandbakterium der Entwick- 
lungspleoraorphisLnus in weitgehender Weise zutage tritt, freilich 
in einem anderen Sinne als Zopf gelehrt hat. Es hat den 
Anschein, als wenn die »kokkenförmigen« Endprodukte im Sinne 
der Verkleinerung des Organismus die kleinsten Teile wären, 
welche noch alle Funktionen der lebenden Substanz auszuüben 
und alle Arteigenschaften des Bact. Anthracis zu erhalten ver- 
mag. (Fig. 3a, 24). 

Kultur von 40 Stunden. Es ist klar, dafs sich die 
ausgebildeten sporoiden Kugeln vergröfsern, aber im grofsen 
und ganzen verbleiben sie in den durch den Dickendurchmesser 
des Bakteriums gegebenen Dimensionen, welche sie nur unbe- 
deutend überschreiten; in den übrigen Bakterien nehmen die 
kleineren sporoiden Körner entschieden an Zahl zu. Manchmal 
sind die Bazillen von ihnen im wahren Sinne des Wortes über- 
stopft. Entweder kommt es also zur Bildung neuer Körner oder 
es entstehen solche Bilder in der Weise, dafs die Bakterien durch 
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zahlreiche, vielfach auch schräg (nicht vertikal auf die Längs- 
achse, wie die Regel erheischt) gerichtete Scheidewände die in 
ihrem Innern gebildete sporoide Substanz aufteilen. (Fig. 4,b, e.) 
Dieser Vorgang ähnelt äußerlich einer Vakuolisation. Wie ich 
jedoch gleich von vornherein bemerken möchte, handelt es sich 
dabei um keine Vakuolisation. Die Färbung der Bakterien kann 
schwanken. Sehr oft färbt sich jener Teil der Bakterie, welcher 
mehrere kleinere sporoide Körner enthält (Fig. 4 a), intensiver als 
derjenige Teil, welcher keine aufweist. Des öfteren stöfst man 
auf gröfsere sporoide Kugeln, welche von einer Querscheidewand 
durchzogen sind. (Fig. 4d.) Bei näherem Zusehen begegnet man 
auch solchen Bildern der Kugeln, welche entweder auf ein Zu- 
sammenschmelzen oder eine beginnende Einschnürung derselbeu 
hinweisen. 

Kultur von 43 Stunden. Das Anwachsen und die Ver- 
mehrung der sporoiden Kugeln ist sehr gut wahrzunehmen. Nun- 
mehr überschreiten sie bereits den Stäbchendurchmesser, auch 
der sporoiden Bazillen — so will ich diejenigen sporoiden Körper 
nennen, welche sowohl die Gröfse eines einzelnen Individuums 
aufweisen, als auch deren Stelle im Faden einnehmen (Fig. 2A, 12) 
— gibt es mehr. Fäden mit kleineren Körnern gibt es weniger. 
Öfter erscheinen ganze Bazillen von Körnern durchsetzt. In 
anderen Fällen zeigen die Körner eine regelmäfsige Verteilung — 
dann ist auch das Bestreben nicht zu verkennen, durch fortge- 
setzte Teilung einen Zustand zu erreichen, in welchem jedes 
Korn in einem abgesonderten Chromatinteile liegt. Trotz des 
Zuwachses an sporoiden Körpern überwiegt der färbbare Teil 
noch immer. Einzelne besonders grofse sporoide Körper sind 
durch Querscheidewände in regelmäfsige oder unregelmäfsige 
Abteile zerlegt; insbesondere pflegen die beiden Polenenden 
durch Scheidewände abgeteilt zu sein, so dafs dann zwei kleinere 
kegelförmige Polenkörper einem mittelständigen , gröfseren, 
von Tonnenform ansitzen. Manchmal erscheint der Bazillus 
durch Scheidewände in sporoide Körperchen von ovaler Form 
geteilt, deren Längsachse mit der Querachse des Bazillus zu- 
sammenfällt. 
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•16 Stunden alte Kultur. Je länger, desto gröfser wird 
die Unregelmäßigkeit in der Lagerung der sporoiden Körperchen, 
es kommt selbst zum Zusammenfliefsen derselben zu ganz 
unregelmäßig konturierteu Gebilden. Aufserdem sieht man 
Fäden, die voluminöser, aber blässer gefärbt und von unregel- 
mäfsig angelegten Scheidewänden durchsetzt sind (vielleicht in- 
folge des unregelmäfsigen Wachstums der einzelnen sporoiden 
Körper) (Fig. 4e, 9, 12), in welchen die sporoiden Körper be- 
reits dem Chromatin den Rang ablaufen. Es handelt sich zu- 
meist um Scheinfäden, da die Grenzen der einzelnen Individuen 
nicht unterschieden werden können. Einzelne Partien des er- 
haltenen Chromatins zeigen eine intensive Färbung. Allem 
Anscheine nach sind diese Fäden der Ausdruck einer gesteigerten 
Wucherung, wobei die Vermehrungsfähigkeit vermindert, wo 
nicht sistiert erscheint. Viele sporoide Kugeln gehen weit über 
den Bazillendurchmesser hinaus. 

48 Stunden alte Kultur. Die sporoiden Kugeln er- 
scheinen bedeutend vergröfsert. Die Bakterien färben sich im 
grofsen und ganzen schwächer und enthalten intensiver tingierte 
Körnchen (Fig. 11, 12), welche wohl denjenigen entsprechen, 
die ich in meinen früheren Arbeiten beschrieben habe. Die 
meisten Fäden zeigen ein vergröfsertes Volumen. Manche sind 
fast gänzlich des Chromatins entblöfst, sie sehen oft genau so 
aus wie nach der Einwirkung chromatinolytischer Stoffe. Sehr 
oft stöfst man auf Scheinfäden. Während die Mehrzahl der 
Bakterien nur schwach gefärbt ist, treten hie und da spindel- 
förmige Anschwellungen des Bakterienkörpers in Erscheinung, 
welche sehr intensiv tingiert erscheinen. 

65—70 Stunden alte Kultur. Das Erste, was in die 
Augen fällt, ist eine neuerliche Vergröfserung der sporoiden 
Kugeln. Das Chromatin zwischen denselben hat sich bedeutend 
vermindert; sehr oft begegnen wir einer Reihe von Kugeln, 
welche voneinander nur durch mehr oder minder starke Scheide- 
wände getrennt erseheinen (Fig. 12, 13). Während früher die 
zwischen den Kugeln befindlichen Bakterienkörper homogen er- 
schienen oder höchsteus, bei schwächerer Färbung, einzelne, 
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stärker färbbare Körnchen aufwiesen, bemerkt man in diesem 
Präparate eine solche homogene Struktur nur in den ganz kurzen 
Abteilen. Wo der Bakterienkörper auf weitere Entfernungen hin 
(also höchstens auf den doppelten Durchmesser der sporoiden 
Kugeln von mittlerer Gröfse) erhalten ist, zeigt er hier eine 
Netzstruktur. In zahlreichen Bazillen erscheinen Kornstrukturen, 
andere sind durch Querscheidewände in sporoide Abteile ge- 
schieden, deren Dimensionen noch kleiner sind als diejenigen 
der >kokkenförmigenc, durch hastige Teilung entstandenen Chro 
matinbrocken (Fig. 5, 6, 7, 8). Die Fäden nehmen bizarre Formen 
au , welche in der Weise Zustandekommen , dafs in Fäden von 
regelmäfsiger Dicke entweder vergröfserte sporoide Körper oder 
vergröfserte Chromatinteile eingereiht erscheinen (Fig. 8, 9, 14, 
16 a, b, 19c, d). Es handelt sich um hypertrophische Gebilde, 
welche — sofern es sich um Chromatinformationen handelt — 
regelmäfsig auch durch eine viel stärkere Färbung ausgezeichnet 
sind. Ich bilde eine Reihe solcher Hypertrophien ab; zu diesen 
Bildern bemerke ich, dafs ich solche Fälle gewählt habe, in 
welchen ganz klar war, dafs es sich um keine unlösbare Fäden- 
schlingen oder um übereinandergelegte Bakterien handelt. Zu 
weilen kommt es nun auch zu Verschmelzungen nebeneinander- 
liegender Elemente, wodurch oft die phantastischsten, wunder- 
lichsten Bildungen entstehen (Fig. 14, 16 b, 19 a, b, c, d e). Des- 
gleichen entstehen nicht minder wunderbare Formationen durch 
Verschmelzen von sporoiden Körpern (Fig. 14a). Viele Fäden 
bestehen eigentlich nur aus lauter sporoiden Elementen (Fig. 14, 
16c) von verschiedener Gröfse und Form, welche nur durch 
dünne Wände eines Chromatinkittes , die letzten Reste der 
Bakterienleiber, zusammengehalten werden. An den Enden der 
Fäden liegen oft besonders gröfse sporoide Kugeln. 

Eine 72 Stunden alte Kultur enthält gleichfalls neben 
vielen sporoiden Kugeln hypertrophische Chromatinelemente ; bei 
manchen Fäden hat es den Anschein, als wenn an den Stellen, 
an welchen die Kugeln gröfser sind , auch mehr Chromatin- 
substanz angehäuft wäre; ich schliefse dies sowohl aus der 
Breite der Bazillen, als auch aus der Gröfse der Intervalle, 
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welche sie einnimmt (bei kleineren Kugeln kleinere, bei gröfseren 
Kugeln gröfsere Intervalle) und aus der Intensität der Färbung. 
An vielen Stellen treten, wenn auch nicht gerade Scheinfädeu, 
so doch entschieden viel längere und auch dickere Bazillen in 
Sicht. An einzelnen Stellen liegen sporoide Kugeln frei. Stellen- 
weise verschmelzen sie zu unregelmäfsigen Paketen. Die 
Menge der Chromatin- und Sporoidsubstanz ist ungefähr gleich- 
grofs. 

Präparate aus einer 78 Stunden alten Kultur geben 
das weitere Freiwerden der sporoiden Kugeln kund. Vor der 
definitiven Auflösung in isolierte Kugeln verlieren viele Fäden 
ihre Färbbarkeit, jedoch nicht alle, so dafs sehr viele frei- 
gewordene Kugeln von einer dünnen Chromatinsubstanzhülle 
umgeben erscheinen. Des weiteren sieht man hypertrophische 
Formen von verschiedener Gestalt (von verdickten Stäbchen au 
bis zu keulenförmigen Gebilden), die insgesamt auch hyper- 
chromatisch sind, aufserdem noch verschiedenartig gewundene 
Fäden, welche — soferne sie aus Chromatin bestehen — gleich- 
falls eine intensive Färbung aufweisen. Schließlich bemerkt 
man auch verschiedene bizarre, kokarden- oder rosettenförmige 
Gebilde, deren Chromatinanteil durchwegs hyperchromatisch ist, 
und die oft am Ende von Fäden liegen, welche fast gar kein 
Chromatin enthalten. 

88 Stunden alte Kultur. Das Chromatin schwindet 
zusehends. Nur in der Nähe grofser sporoider Kugeln bleiben 
gröfsere Partien der färbbaren Substanz erhalten, oft am Faden- 
ende, jedoch auch mitten in demselben. Diese gröfseren Partien 
haben das Aussehen von Hypertrophien. Schätzungsweise scheint 
die Substanz der sporoiden Elemente das Chromatin au Masse 
zu übertreffen. Grofse Haufen von Kugeln aus zerfallenden 
Fäden bedecken bedeutende Teile des Gesichtsfeldes. Der Zer- 
fall kommt durch Auflösung der Chromatinreste zustande. 
(Fig. 18.) 

Eine 97 Stunden alte Kultur beweist, dafs die oben 
beschriebenen Erscheinungen im weiteren Verlaufe an Umfaug 
zunehmen; der Zerfall in sporoide Kugeln trifft immer mehr Fäden. 



Digitized by Google 



Von Dr. Vladiglav RAiicka. 



257 



In einer 102 Stunden alten Kultur ist der Zerfall 
bereits allgemein. Auffallend ist, wie sich die bereits früher 
vereinzelt aufgetretenen hypertrophischen Chromatin formen ver- 
größert und vermehrt haben. (Nr. 21.) Diese keulen-, schlegel- 
und spindelförmigen Gebilde sind gleichzeitig intensiv hyper- 
chromatisch. (Fig. 21.) Auch einzelne normal gewachsene Fäden 
sind stark gefärbt, doch sind sie nicht allzu häufig, die gröfste 
Mehrzahl ist entweder schwach gefärbt oder entfärbt, das Chro- 
matin ist hauptsächlich nur noch als dünne Hülle der sporoiden 
Kugeln vorhanden. Die intensiv gefärbten Fäden enthalten eine 
grofse Menge ganz kleiner sporoider Körner, zugleich pflegen sie 
etwas dicker zu sein. 

106 Stunden alte Kultur. Im Präparat erblickt man 
Haufen sporoider Kugeln, deren Zwischenräume eine zumeist 
formlose Chromatinsubstanz füllt. Hie und da kann man in 
den Haufen die früheren Fäden an der Lagerung der Kugeln 
und an dem Umstände erkennen, dafs das Chromatin die Lage 
derselben markiert (Fig. 17, 20). Keulenförmige Gebilde sind 
nicht mehr vorhanden. 

126 Stunden alte Kultur; das Chromatin der neben- 
einander liegenden Fäden fliefst bei dem Zerfall in Kugeln oft zu 
einem einheitlichen Ganzen zusammen, das den Dimensionen der 
verschmolzenen Bazillen entspricht; im übrigen ist der Befund 
demjenigen von der 88. Stunde kongruent, nur dafs die Bazillen 
voluminöser, die Fäden verschiedenartig gewunden sind, während 
keulenförmige hypertrophische Formen fehlen. 

In der 165. Stunde ist der Zerfall so fortgeschritten, dafs 
fast alles Chromatin sämmtlicher Fäden verschwunden ist. Zu- 
weilen sieht man zwischen den abgefärbten Fäden durch starke 
Färbung auffallende hypertrophische Gebilde. (Fig. 23.) 

Eine 8 Tage alte Kultur repräsentiert das Bild eines 
vollkommenen Zerfalles. Man sieht nur freie Kugeln oder nur 
aus sporoiden Kugeln zusammengesetzte Fäden, nur hie und da 
einen Chromat inrest. Das gleiche Bild in der ganzen Kultur. 

Nur selten trifft man auf kleine, enge, zu Ketten angeordnete 
Bazillen von homogener Beschaffenheit, stark gefärbt, oder auch 



Digitized by Google 



268 8porenbildung und andere biol. Vorgänge bei dem Bact anthracis. 

gröfsere, im sonstigen analoge 8täbchen. Diese neuen Bazillen 
besitzen nur J / 2 oder Vs der Dicke der ursprünglichen Bakterien, 
so dafs wohl niemand ahnen würde, dafs es sich um Milzbrand- 
bakterien handelt, sondern eher auf eine Verunreinigung der 
Kultur schliefsen möchte. Zahlreiche Untersuchungen (Platten- 
verfahren) und kontinuierliche Beobachtung der angelegten Kulturen 
haben mich jedoch davon überzeugt, dafs es sich um eine neue Gene- 
ration des Milzbrandbazillus — sozusagen um eine diminuierte 
Generation — handelt. Diese verkleinerten Bakterien treten 
nicht in jeder Kultur auf. Oft schwinden sie nach einigen 
Tagen und zwar — wie ich feststellen konnte — durch Bildung 
von sporoiden Körpern, wobei sie gleichfalls hypertrophische, 
keuleuähnliche Formen, freilich in verkleinertem Mafsstabe er- 
kennen lassen. Dieselben können in derselben Kultur noch 
einmal zum Vorschein kommen. Eine meiner Kulturen zeigte 
die diminuierte Generation am 8. Tage zum ersten Male, 
am II. enthielt sie keine mehr, am 13. fanden sie sich jedoch 
wieder ein, um dann wiederum zu verschwinden, bis sie am 
34. Tage noch einmal, und zwar zum letzten Male, auftraten. 

Dann enthielten die Kulturen nichts mehr als nur Haufen 
sporoider Kugeln ; die zu Beginn noch vorhandenen Chromatin- 
reste verschwinden schliefslich völlig. 

Die Entwicklung von Körpern, welche den von mir eben 
beschriebenen ähnlich waren, hat Preisz 1 ) in den sog. sekun- 
dären Kolonien auf gewöhnlichem Agarnährboden beob- 
achtet. Er hält sie für vergröfserte Bunge sehe säurefeste 
Körper. 

Da es nicht bei jeder Kultur des ßact. anthracis zur Ent- 
wicklung sekundärer Kolonien kommt, wenn sie aber auftritt 
auch ein Zeichen starker Wucherung ist, so steht die Angabe 
Preisz' in keinem Widerspruche zu meinen Beobachtungen. 
Sie zeigt nur, dafs es unzulässig wäre, irgendwelche Erschei- 
nungen schematisch beurteilen zu wollen. 

1) Preisz, Zentralblatt f. Bakteriol., I, 36, Orig. 1904 
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So ist mir z. B. auch gut bekannt, dafs einzelne Milzbrand- 
bazillen8tämine imstande sind, auf dem Glyzerinagar unter 
gleichzeitiger Bildung sporoider Kugeln auch Sporen aus- 
zubilden; auch diese Fälle können von dem in dieser Arbeit 
entwickelten Standpunkte aus begriffen werden, wie ich später 
zeigen werde. Nur soviel möchte ich gleich hier hervorheben, 
dafs die Sporen sich in einem solchen von mir beobachteten 
Falle aus Stäbchen entwickelt haben, welche ein ganz ähnliches 
Aussehen aufwiesen wie die auf gewöhnlichem Agar aufgewachsenen 
Bazillen; dagegen waren diejenigen Individuen, welche die 
sporoiden Kugeln gebildet haben, in konstanter Weise viel 
voluminöser. Aufserdem kamen die Sporen nur zu Beginn 
der Zeit, in welcher es zur Entwicklung der sporoiden Substanz 
kam, zur Beobachtung; später fand ich in der Kultur nichts 
ah sporoide Körper. 

Trotzdem kann man — wiewohl ich einen ähnlichen Fall bis 
jetzt nicht zu Gesichte bekam — auch den Fall theoretisch für 
möglich halten, dafs Sporen und sporoide Körper in einer 
Kultur gleichzeitig vorkommen. 

Von demselben Standpunkte aus sind die Fälle zu be- 
urteilen, in welchen es auch auf gewöhnlichem Agar zur gleich- 
zeitigen Bildung von Sporen und sporoiden Körpern kommt. 
Dieser Fall trat bei demselben Stamme ein, der auf dem 
Glyzerinagar Sporen bildete. Ich schliefse daraus, dafs bei 
diesem Stamme ein individuell geregelter Chemismus gewaltet 
hat. Der Ursprung und die Art seiner Züchtung ist mir nicht 
bekannt; ich erhielt denselben durch die Freundlichkeit des 
Herrn Professors Bail aus dem Institute des Herrn Professor 
Hueppe; ich selbst habe ihn auf Glyzerinagar bei 37° kul- 
tiviert. In diesem Falle wiesen die Individuen auf dem ge- 
wöhnlichen Agar ein bedeutend gröfseres Volumen auf als sonst 
— und dieser Umstand bildet wohl den Schlüssel zur Erklärung 
der oben erwähnten Erscheinung. Um sekundäre Kolonien im 
Sinne von Preis z hat es sich vorderhand nicht gehandelt. Die- 
selben sind jedoch später aufgetreten, so dafs man die be- 
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schriebenen Formen mit diesem Umstände in Zusammenhang 
bringen kann. 

Ein asporogener Stamm, der auf gewöhnlichem Agar 
bei 17° kultiviert worden ist, wies, was den Charakter des 
Wachstums auf den beiden Nährböden betrifft, ein mit den 
sporogenen Stämmen kongruentes Verhalten auf. Auch er 
wuchs auf gewöhnlichem Agar (bei 37°) in einer Weise, welche 
auf eine minder rege Assimilation hinwies, viel kräftiger auf 
dem Glyzerinagar. 

Auf gewöhnlichem Agar sind die Stäbchen dünner, 
schlanker, bilden zeitlich (bereits um die 20. Stunde herum) 
gewundene , zu Knäueln verschlungene Formen , erst später 
treten in ihnen winzige sporoide Körnchen auf. Während die 
Stäbchen etwas dicker und besser färbbar werden, wachsen die 
Körnchen nur sehr wenig. Darauf erscheinen hyperchromatische, 
stark hypertrophierte Individuen und gleichzeitig den sporoiden 
ähnliche Körper; weiterhin an einzelnen hypertrophischen, aber 
zugleich hyperchromatischen Individuen stark gefärbte ovale 
Partien — allem Anscheine nach wohl Sporenanlagen (Fig. 25), 
aber zur Ausbildung und Freiwerdung von Sporen kommt es 
nicht. Die Hypertrophien sind hier unregelmäfsiger, weniger 
diffus als bei normalen Stämmen. Auch die Färbbarkeit ist 
im allgemeinen ganz deutlich herabgesetzt. Es kann geschlossen 
werden, dafs nicht soviel Chromatin gebildet wird, um zur Ent- 
stehung von Sporen zu führen. 

Das Ende der Kultur bildet das Überwiegen von gewun- 
denen, knäuelförmigen, mehr oder minder hyperchromatischen 
Formen. Stellenweise zerfallen die Fäden in ovale, schwach 
gefärbte Gebilde von der Gröfse der Sporen. 

Auf dem Glyzerinagar begegnet man schon zeitlich 
stark hyperchromatischen Individuen, welche mit kleinen spo- 
roiden Körnern versehen sind, und deren stellenweise, bis zur 
Kubusform herabgesetzte Dimensionen auf eine rasche Ver- 
mehrung hinweisen. Die sporoiden Körperchen wachsen und 
vermehren sich intensiv: infolgedessen werden die kleinsten 
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kubusförmigen Individuen durch das Wachstuni der sporoiden 
Substanz und die Erhöhung des Turgors zu kugeligen, mit einer 
Chromatinhülle versehenen Gebilden von Kokkengröfse reduziert. 
(Fig. 24.) Gleichzeitig erblickt man auffallende hypertrophische 
Formen, doch von geringen Dimensionen, welche sehr oft von 
sporoiden Körnern durchsetzt erscheinen. Am 4. Tage laufen 
die sporoideu Kugeln den Chromatinteilen bereits entschieden 
den Rang ab, dann werden sie frei. Um dieselbe Zeit treten 
auch gröfsere hypertrophische und hyperchromatische Formen 
sowie kürzere Scheinfäden auf. Auch die zum Kitt der spo- 
roiden Kugeln gewordenen Reste der früheren Bakterienleiber 
pflegen hyperchromatisch zu sein. 

Interessant und für die besprochenen Vorgänge sehr charak- 
teristisch ist der Umstand, dafs ein anderer Milzbrandstamm, 
der schon Jahre hindurch keine Sporen mehr produziert hat 
und diese ganze Zeit auf gewöhnlichem Agar bei 17° gezüchtet 
worden ist, nach Überimpfuug auf gewöhnlichen und Glyzerin- 
agar, die bei 37° gehalten wurden, auf diesem in analoger Weise 
wuchs wie der vorhergehende, auf jenem aber wirkliche Sporen 
bildete. 

Da diese Sporen nach kurzer Zeit (8 Tagen) aus der Kultur 
fast gänzlich verschwunden sind, so nehme ich an, dafs sie zu 
neuen Fäden angewachsen sind, welche dann gewundene, knäuel- 
förmige und andere hypertrophische Formen ausgebildet haben. 
Darauf zerfielen viele Fäden in ovale, schwach gefärbte, mit 
Chromatinkörnchen versehene Körperchen, unter welchen auch 
hie und da ein kleines sporoides Korn frei geworden ist. 

Der Lebenszyklus der asporogenen Stämme des Milzbrand- 
bakteriums weist somit keine bemerkenswerten Abweichungen 
auf — bis auf den Umstand natürlich, dafs er auf dem gewöhn- 
lichen Agar mit der Bildung der gewundenen hypertrophischen 
(Tnvolutions-)Fonnen endigt. 

Nicht die Fähigkeit der Sporensubstanzbildung geht den 
asporogenen Stämmen ab; die sporoide Substanz wird gebildet, 
und selbst nach jahrelangem Schlummern der Sporenbildungs- 
fähigkeit kann es wiederum zur Sporenbildung kommen. In 
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meinem Falle genügte die Versetzung in eine höhere Tempe- 
ratur (37 °), um sie herbeizuführen. Bei den erblich asporogenen 
Stämmen geht allem Anscheine nach die Regulationsfähigkeit 
dieser Substanz dauernd zu gründe, daher kommt es niemals 
zur Ausbildung der Sporen. Die Ursache davon ist in der 
Hypochroma8ie zu suchen. Von diesem Standpunkte aus ist 
es interessant, dafs als sehr seltene Erscheinung in den Kulturen 
auf gewöhnlichem Agar vom 11. Tage ab einzelne hyper- 
trophische, ganz besonders auffallend hyperchromatische Fäden 
auftreten, in welchen dann immer ziemlich grofse sporoide 
Körper konstatiert werden können. 

Es wäre gewifs sehr wichtig, wenn die zum Verluste der 
Regulationsfähigkeit bei den asporogenen Stämmen führenden 
Momente bezüglich ihrer Wirkungsweise genauer studiert würden. 
Dieses Problem wird uns jedoch weiterhin nicht beschäftigen. 

Vergleicht man nun die Entwicklung des Milzbrandbazillus 
auf dem Glyzerinagar mit derjenigen auf dem gewöhnlichen 
Agar, so bemerkt man, dafs die Differenzen in den folgenden 
Punkten liegen : 

1. Die Individuen der Glyzerinagarkultur sind im Durch- 
schnitte dicker als die Individuen der gewöhnlichen 
Agarkultur. 

2. Zur Zeit, da auf dem gewöhnlichen Agar eine Menge 
von Sporen ausgebildet und frei wird, kommt es auf 
dem Glyzerinagar zur reichlichen Bildung von sporoiden 
Kugeln , während Sporen für gewöhnlich nicht nach- 
gebildet werden. 

3. Die Bildung der Sporen sowohl wie die Bildung der 
sporoiden Kugeln ist von dem Auftreten verbogener, 
hypertrophischer und zugleich auch hyperchromatischer 
Formen begleitet; auf gewöhnlichem Agar geht dieser 
Vorgang jedoch nicht weiter, während auf dem Glyzerin- 
agar auch diese Formen sporoide Körper hervorbringen 
und schliefslich zerfallen. Infolge dessen findet man 
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4. in alten Kulturen au! gewöhnlichem Agar verbogene, 
knäuelförmig verschlungene, gewöhnlich die Normal- 
mafse nicht überschreitende, nur stellenweise stark hyper- 
trophische, weiterhin eventuell neue, aber von dünnen 
und kleinen Individuen gebildete Fäden und freie Sporen; 
in alten Kulturen auf Glyzerinagar dagegen nichts als 
Haufen freier sporoider Kugeln, die höchstens in zer- 
fallenem, diffus sich färbendem Chromatin liegen. 

Als erste Frage bietet sich, ob die sporoiden Kugeln 
den Sporen homologe Gebilde sind, ob sie die Sporen zu 
vertreten, wie die Sporen die Kontinuität der Art zu erhalten 
vermögen? 

Um dies zu eruieren, unternahm ich eine Reihe von Ver- 
suchen. Da es unmöglich ist, die ganze Kultur mikroskopisch 
zu untersuchen, um festzustellen, ob etwa in den Massen spo- 
roider Kugeln nicht irgendwo noch ein vermehrungsfähiger 
Bazillus läge, so habe ich die Kontrolle des überimpften 
Materials in der nachstehenden Weise ausgeführt. 

Von der Mutterkultur, welche nach der mikroskopischen 
Untersuchung blofs sporoide Kugeln enthielt, verimpfte ich ein 
Teilchen auf neue Nährböden. Das verimpfte, sehr kleine 
Teilchen wurde mit Hilfe des Kondensationswassers auf der 
Oberfläche des neuen Nährbodens verrieben, der Ausstrich ge- 
mischt und nach gründlicher Vermischung von demselben ein 
Teilchen zur Anfertigung des mikroskopischen Präparates benutzt. 

Durch solches Vorgehen glaube ich die Möglichkeit eines 
Irrtumes bezüglich der Gegenwart oder Abwesenheit von ver- 
mehrungsfähigen Bakterien in dem auf den neuen Boden über- 
tragenen Teilchen auf das geringste Mafs beschränkt zu haben. 

Es folgen einige meiner Versuche: 

Nr. 12. 22 Tage, bei 37* gehaltene alte Glyzerinagarkultur besteht 
aas blofsen sporoiden Kageln, wird auf gewöhnlichen und auf Glyzerinagar 
▼erimpft und bei 37 0 weiter gezüchtet. Nach Ablauf Ton 19 Stunden war 
makroskopisch noch nichts vom Wachstum wahrzunehmen. Aber nach 
48 Stunden ging alles an. Mikroskopisch war freilich schon in dem 
19 Stundenpraparate Wachstum su konstatieren. Dasselbe verlief in der für 
beide Nährboden typischen Weise. 
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Nr. 14. Andere, gleich alte and in gleicher Weise gezQcbtete Kultur, 
enthaltend nur sporoide Kugeln, wurde auf gewöhnlichen und Glyzerinagar 
verimpft und bei 37° gehalten. Im mikroskopiechen Präparat bereits nach 
19 Stunden Wachstum. Nach 43 Stunden beiderseits reichliches .Wachstum. 

Nr. 15. Eine 25 Tage alte, auf Glyzerinagar bei 37° gehaltene, nur 
aus freien sporoiden Kugeln bestehende Kultur wurde auf gewöhnlichen 
und Glyzerinagar verimpft und bei 37° weiterkultiviert. Auf dem gewöhn- 
lichen Agar ging die Saat in 24 Stunden ausgezeichnet an ; das mikro- 
skopische Bild war für das Wachstum auf gewöhnlichem Agar typisch. Aber 
auf dem Glyzerinagar kam es zu keiner Entwicklung. Das mikroskopische, 
in der 24. Stunde entnommene Präparat enthielt sporoide Kugeln und halb- 
entfärbte Bakterienreste, daneben aber auch gekrümmte hyperchromatische 
Formen, Fadenknäuel und auch gerade Fadchen von gut färbbaren, kurzen 
Bazillen, welche sporoide Körner enthielten, die zwar absolut genommen klein, 
aber im Verhältnis zu denjenigen, welche um dieselbe Zeit aaf gewöhn- 
lichem Agar aufgetreten sind, viel gröfser waren. Ich glaube sch Uelsen zu 
dürfen, dafs in dieser Kultur das überimpfte Material zu wachsen anfing, 
dals aber das Wachstum wohl durch Zerfall in sporoide Kugeln aufgehört 
hat, da sich die Kultur nicht mehr vergrößert hat 

Nr. 16. Eine 25 Tage alte, bei 37 0 kultivierte Glyzerinagarkultur wurde 
auf die beiden Nährböden verimpft, welche bei 37' im Thermostat blieben. 
Dieselbe enthielt massenhafte sporoide Kugeln mit Resten von Bakterien- 
körpern. Die Saat ging auf dem gewöhnlichen Agar binnen 24 Stunden 
sehr gut an. In der Glyzerinagarkultur kann man wiederum Spuren an- 
hebender Vermehrung konstatieren (aus kurzen, mit sporoiden Körnchen 
versehenen Fädchenbazillen bestehende Fadchen), welche manchmal direkt mit 
Häufchen von sporoiden Kugeln zusammenhängen (Fig. 26)), doch hat sich 
die Wucherung nicht erheblich ausgebreitet und sistierte schließlich. 

Nr. 20. Eine 30 Tage alte, bei 37° auf Glyzerinagar gehaltene, freie 
Bporoide Kugeln, Chromatindetritus und Bakterienreste enthaltende Kultur 
wurde in der üblichen Weise verimpft und die neuangelegten Kulturen bei 
37» weitergezüchtet. In den beiden Kulturen trat ein für die betreffenden 
Nährböden völlig typisches Wachstum eiu. 

Nr. 28. Eine 24 Tage bei 17" auf Glyzerinagar gezüchtete Kultur, be- 
stehend aus sporoiden Kugeln und Chromatinresten, wurde in der gewohnten 
Weise verarbeitet; eine Hälfte der neuangelegten Kulturen wurde bei 17°, 
die andere bei 87° gehalten. Keine von diesen Kulturen ist aufgewachsen. 

Nr. 24. Eine 38 Tage bei 17» gehaltene Glyzerinagarkultur, die nur 
aus freien sporoiden Kugeln bestand, wurde einem starken Meerschweinchen 
verimpft. Das Tier ging am 4. Tage zugrunde. Aus dessen Blut wurde ein 
völlig typisches Milzbrandbakterium gezüchtet, das auf gewöhnlichem Agar 
üppig wuchs. 

Nr. 25. Eine 34 Tage alte, bei 17" gewachsene Glyzerinagarkultur, 
welche Haufen von sporoiden Kugeln enthielt, wurde auf gewöhnlichen und 
Glyzerinagar verimpft, die im Thermostat bei 37° Platz fanden. Während 
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die Kultur auf gewöhnlichem Agar im Laufe von 44 Stunden in typiacher 
Weiae reichlichee Wachatum zeigte, blieb die Glyzerinagarkultur steril. 

Nr. 26. Eine 32 tagige Glyzerinkultur von 37°, die nur ans sporoiden 
Körpern bestand, wurde wie im vorigen Verauche verimpft, die neuangelegten 
Kulturen bei 37° gehalten. Beide blieben ateril. 

Nr. 29. Eine 35 Tage auf Glyzerin bei 37° gezüchtete Kultur, nur 
aus sporoiden Kugeln bestehend, wurde wie Nr. 26 behandelt. Keine von 
den neuen Saaten ist angegangen. 

Nr. 32. Eine 53 Tage bei 17° gehaltene Glyzerinagarkultur, die im 
mikroskopischen Präparate keine 8pur von Bakterien oder deren Resten er- 
kennen liefs und nur aus sporoiden Kugeln zusammengesetzt schien, welche 
höchstens einen dünnen Chromatinaaum aufwiesen, habe ich auf gewöhn- 
lichen und Glyzerinagar übertragen und bei 37" weiterkultiviert. Amdritten 
Tage zeigte sich auf dem Glyzerinagar noch kein Wachstum. Daaaelbe blieb 
auch fernerhin aus, auf dem gewöhnlichen stellte sich dagegen Oberaus 
üppige Wucherung ein. 

Wenn man nun nach der Bedeutung der angeführten Ver- 
such8resultate fragt, so dürfte beim ersten Eindruck das Schwan- 
ken der Ergebnisse in die Augen fallen. 

Während die jüngeren Stadien mehr positive Ergebnisse 
liefern, weisen die älteren mehr negative Resultate auf. 

Man darf jedoch nicht übersehen, dafs man mitten in den 
positiven Resultaten von den jüngeren Stadien auch ein nega 
tives (Vers. Nr. 23) antrifft, und dafs umgekehrt zwischen den 
negativen Ergebnissen von den älteren Stadien auch ein posi- 
tives (Vers. Nr. 20) sich vorfindet. 

In letzterer Beziehung ist namentlich das Ergebnis des Vers. 
Nr. 24, in dem eine Kultur, in welcher bei der mikroskopischen 
Untersuchung nichts als sporoide Kugeln festgestellt werden 
konnten, den Tod des Versuchstieres im Laufe des vierten Tages 
nach der Infektion herbeigeführt hat und aus dem Blute des 
letzteren ein typisches Milzbrandbakterium herangezogen wurde. 

Wiewohl in den zitierten Versuchen bei der von mir ver- 
wendeten Methode der Untersuchung des auf die frischen Böden 
übertragenen Materials die Wahrscheinlichkeit, dafs nur sporoide 
Kugeln zur Überimpfung gelangt sind, so grofs, als überhaupt 
zu erzielen war, so kann doch die Eventualität nicht ausge- 
schlossen werden, dafs sich zwischen denselben vielleicht ein 



Digitized by Google 



26ß Sporenbildong and »ndere biol. Vorginge bei dem Bact anthracia. 

noch vermehrungsfähiger Bazillus befand, auf dessen Rechnung 
das erzielte Wachstum gesetzt werden könnte. Nichtsdesto- 
weniger mufs ich diese Annahme als sehr wenig wahrscheinlich 
bezeichnen. Doch habe ich in Präparaten aus den neuange- 
legten Kulturen, welche gut angegangen sind, selbst in den 
zeitlichsten Stadien und beim genauesten Studium niemals solche 
Bilder finden können, welche den Schlüte, dafs das Wachstum 
dieser Kulturen von den sporoiden Kugeln selbst ausgegangen 
ist, wie es in gewöhnlichen Agarkulturen von den Sporen aus- 
geht, zur Notwendigkeit gemacht hätten. 

Ich habe daher mikroskopische Kulturen von gewöhnlichem 
und von Glyzerinagar angelegt, die ich mit nur sporoide Kugeln 
enthaltenden Kulturteilchen infiziert habe. Bestimmte Gruppen 
der Kugeln werden mit Hilfe des Kreuztisches fixiert und meh- 
rere Tage kontinuierlich beobachtet. Wiewohl es in allen diesen 
Kulturen zur Entwicklung neuer Fäden kam, konnte ich in 
keinem einzigen Falle konstatieren, dafs sie von jenen Kugelu 
ausgegangen wäre. Die sporoiden Kugeln blieben unverändert, 
selbst wenn die Kultur üppig anging. 

Da dieses Resultat durch direkte Beobachtung gewonnen 
wurde, während der Ursprung der positiven Resultate bei der 
Übertragung von aus sporoiden Kugeln bestehenden Kulturen 
auf neue Böden direkt nicht festgestellt werden kann, so mufs 
ich dem ersteren bei der Bewertung der Bedeutung der sporo 
iden Kugeln ein gröfseres Gewicht beimessen. Ich neige daher 
zu der Ansicht hin, dafs die sporoiden Kugeln zur Zeit, 
als sie eigentlich allein die ganze Kultur zusammensetzen, 
nicht mehr lebendig sind. 

Wenn sich zwischen den sporoiden Kugeln vielleicht irgend- 
welche Sporen verborgen hätten, die meiner Beobachtung etwa 
entgangen wären, so wäre es unmöglich, die negativen Resultate 
auf dem Glyzerinagar bei dem gleichzeitigen positiven Resultat 
auf dem gewöhnlichen Agar zu erklären, denn die Sporen 
kommen auf dem Glyzerinagar ebensogut zur Keimung. 

In Ansehung dieser Umstände bleibt die Frage, wie das 
Wachstum der Kulturen aus den überimpften sporoiden Kugeln 
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möglich ist, auch fernerhin offen. Dieselbe besitzt zwar für das 
Thema der vorliegenden Arbeit keine direkte Bedeutung. Nichts- 
destoweniger möchte ich aufmerksam machen, dafs mit den 
sporoiden Kugeln stets eine mehr oder minder grofse Menge 
von Chromatindetritus übertragen wird. 

Die Frage der Bakterienmerotomie wurde bis jetzt noch 
überhaupt nicht in Angriff genommen; wir wissen somit nicht, 
wie kleine Bruchstücke des Bakterienkörpers noch einer Regene- 
ration zu ganzen Individuen fähig sind, ja wir wissen sogar 
noch nicht einmal, ob die merotomierteu Bakterien überhaupt 
regenerationsfähig sind. Mit den darauf bezüglichen Versuchen 
habe ich jedoch bereits begonnen und werde nicht ermangeln, 
in nächstmöglicher Zeit über dieselben zu berichten. 

An dieser Stelle möchte ich jedoch hervorheben, dafs in 
jenen Fällen, in welchen meine Versuche ein Wachstum auf 
den beiden zur Verwendung gelaugten Nährböden ergeben 
haben (also in den Vers. Nr. 12, 14, 20), in dem Impfmaterial 
verhältnismäfsig viel gut färbbare, geformte Chromatinreste mit ent- 
halten waren; in den Versuchen mit negativem Resultat auf 
den beiden Nährböden (Vers. Nr. 23, 26, 29) fehlten entweder 
solche Reste, oder sie waren schlecht färbbar. Schlechte Färb- 
barkeit von sonst gut färbbaren Objekten gilt jedoch allgemein 
als ein Zeichen herabgesetzter oder erloschener Vitalität. 

Mit diesem Hinweis stimmt die Tatsache überein, dafs die 
älteren Stadien der Sporoidkörper, wie ich oben erwähnt habe, 
bei der Übertragung mehr negative Resultate liefern; ich habe 
ja bereits früher angegeben, dafs die Entwicklung der Sporoid- 
kugeln mit fortschreitendem Chromatinverlust verbunden ist. 

Dafs die in den oben besprochenen Versuchen zutage tre- 
tenden Differenzen der Resultate überhaupt von dem Umstände, 
ob die verimpften sporoiden Kugeln lebendig oder tot sind, 
nicht abhängen, zeigen übrigens die Vers. Nr. 15, 16, 25, 32, 
in welchen die aus der Mutterkultur überimpften Teilchen nur 
auf einem der ihnen unten sonst völlig gleichen Bedingungen 
gebotenen Nährböden und zwar übereinstimmend nur 
auf dem gewöhnlichen Agar aufgewachsen sind. Die auf 
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das Glvzerinagar übertrageneu Teilchen sind in diesen Ver- 
suchen niemals angegangen. 

Mit Hinblick auf den von mir gleich zu Beginn dieser 
Abhandlung hervorgehobenen Umstand, dafs nämlich das Milz- 
brandbakterium auf dem Glvzerinagar kräftiger wächst als auf 
dem gewöhnlichen, könnte das Resultat der eben zitierten Ver- 
suche paradox erscheinen. 

Es wird von weiteren Versuchen abhängen, ob die in den 
eruierten Tatsachen zutagetretende Differenz wird ausgeglichen 
werden können. 

IV. Die sporoiden Körper. 

Ich glaube, aus meinen Beobachtungen über die sporoiden 
Körper schliefsen zu dürfen, dafs diese Körper, nachdem sie 
sich aus den durch sporoide Metamorphose der Fäden ge- 
bildeten Verbänden losgelöst haben, nicht mehr lebendig sind. 

Da nach Ablauf einiger Zeit die ganze Glyzerinagarkultur 
aus derartigen toten sporoiden Körpern besteht, schien es mir 
wichtig, zu erfahren, ob die Substanz derselben nicht irgendwie 
chemisch charakterisiert werden könnte. 

Ich hege die Überzeugung, dafs eine in bestimmter Rich- 
tung geführte chemische Analyse der nur aus sporoiden Kugeln 
bestehenden Kultur im Vergleiche zu derjenigen einer jungen, 
auf gewöhnlichem Agar aufgewachsenen , für die allgemeine 
Biologie sehr interessante Resultate zeitigen müfste. Der Ver- 
lauf meiner Beobachtungen liefs mir jedoch vorläufig die 
mikrochemische Untersuchung der sporoiden Körper als 
zweckmässiger erscheinen. 

Sowohl die kleinen, als auch die grofsen sporoiden Körper 
erscheinen als farblose, Lichtstrahlen stark brechende, daher hoch 
glänzende Gebilde. Ich habe keinen Unterschied zwischen dem 
Glänze derselben und demjenigen der Sporen des Milzbraud- 
bazillus konstatieren können. 

Bezüglich des Verhaltens den Farbstoffen gegenüber hebe 
ich hervor, dafs sich die sporoiden Körper Substantiv weder mit 
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den basischen, noch mit den saueren Farbstoffen tingieren, weder 
vital, noch nach physikalischer Fixation kann eine solche Fär- 
bung erzielt werden. Auch mit Hilfe der Sporenfärbungsver- 
fahren gelingt es nicht, diese Körper zur Färbung zu bringen. 

Ein , jedoch kleiner Teil der sporoiden Körper färbt sich 
metachromatisch bei Benutzung des Karbolmethylenblaues nach 
der Angabe von Krom pecher. Da die Färbung nur auf einen 
kleinen Teil der Körper — hauptsächlich auf die in den 
Stäbchen eingeschlossenen Körner und Kugeln — beschränkt 
ist, bei den freien sporoiden Kugeln aber zumeist negativ aus- 
fällt, so mufs geschlossen werden, dafs die Substanz der Mehr- 
zahl der sporoiden Körper mit der säurefesten Substanz der 
Krom pech ersehen Gebilde nicht identisch ist. Es ist jedoch 
nicht ausgeschlossen, dafs die letztere ein jüngeres Entwick- 
lungsstadium der sporoiden Körper darstellt. 

Wie ich bereits erwähnt habe, hat wohl auch Preisz 1 ) 
schon die Entwicklung der sporoiden Körper beobachtet. Nach 
seiner Angabe treten bei träger Sporenbildung und noch mehr 
in sekundären Kolonien kugelige, schollenförmige oder zylin- 
drische Gebilde auf, welche die Spore an Gröfse weit übertreffen 
und manchmal den ganzen Körper des Bazillus ausfüllen. Oft 
rindet man, nach diesem Autor, lange und dicke (sekundäre) 
Bazillen, deren Mittelteil nur von einem länglichen, säurefesten 
Körper gebildet ist, auch in den langen geschlängelten Sekun- 
därbazilleu können manchmal ziemlich lange, säurefeste Abteile 
beobachtet werden, schliefslich kann diese Substanz auch frei 
zwischen den Bazillen in Form von Kugeln, Ovalen, Tropfen, 
Biskuits oder stumpf verzweigten Formen liegen, welche die 
Spore oft an Gröfse überragen. 

Preisz hält diese Gebilde für die gewucherte Substanz der 

B ungesehen säurefesten Körper. Es ist jedoch klar, dafs hiermit 

jene Substanz keineswegs genügend charakterisiert erscheint. 

Aufserdem gibt jedoch Preisz an, dafs die besprochene Substanz 

dieser Eigenschaft selbst gänzlich verlustig werden kann. Preisz 

gibt zwar nicht an , aus welchen Beobachtungen er diesen 

Schlufs abgeleitet hat. Da er aber die Säurefestigkeit mit Hilfe 

18« 
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der Färbung durch Karbolfuchsin und nachtraglicher Über- 
tragung in 5proz. Schwefelsäure festgestellt hat, so glaube ich, 
dafs er die obige Schlufsfolgerung auf den negativen Ausfall 
dieser Färbung begründet hat. Tatsächlich kann man wahr- 
nehmen, dafs sich ein bedeutender Teil der sporoiden Körper 
bei Anwendung jener Methode nicht färbt. Kann man jedoch 
hieraus einen Schlufs auf ihre Säurefestigkeit ziehen? Wohl 
kaum, denn ich fand in meinen Präparaten die Körper auch 
dann noch vor, wenn sie sich bei Anwendung der obigen Fär- 
bungsmethode nicht tingiert haben. Die Säurefestigkeit derselben 
wird am besten dadurch bewiesen, dafs sie sich im Magensafte 
nicht auflösen und auch in Salzsäure 4 : 3 Wasser erhalten bleiben. 

Es ist mir gelungen, folgende Methoden erfindlich zu machen, 
mit deren Hilfe man eine Färbung der sporoiden Kugeln be- 
wirken kann, während die Sporen sich nie färben, so dafs diese 
Methoden als differentiell-diagnostisches Hilfsmittel in Betracht 
kommen. 

I. Man mischt gleiche Teile einer konzentrierten wässerigen 
Sublimatlösung und einer mit Wasser verdünnten alkoholischen 
Fuchsinlösung. Der hierbei entstehende starke Niederschlag 
behindert die Färbung nicht im mindesten, da er beim Aus- 
spülen mit Wasser weggeschwemmt wird; man darf jedoch kein 
lange stehengebliebenes Gemisch benutzen. Mit diesem Gemisch 
fixiert und färbt man das lufttrocken gemachte Präparat gleich- 
zeitig. Als Resultat ergibt sich die Rotfärbung eines grofsen 
Teiles der sporoiden Körper. Die Färbung ist diffus, im Zentrum 
am stärksten und läfst bei einer Anzahl der Körper eine dünne, 
ungefärbte peripherische, unter dem umhüllenden Chromatiu- 
saum liegende Zone erkennen. Ein Teil der Körper bleibt auch 
bei diesem Verfahren ungefärbt. 

II. Das lufttrockene Präparat wird mit konzentrierter wäs- 
seriger Sublimatlösung fixiert, mit verdünntem Fuchsin gefärbt, 
darauf der Einwirkung der Lugolschen Lösung ausgesetzt; es 
folgt Abspülung mit Wasser, Abtrocknen, Einschlufs in Kanada- 
balsam. Bei Benutzung dieses Verfahrens färbt sich die Mehr- 
zahl der sporoiden Kugeln und ist die Färbung der einzelnen 
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Körper zwar gleichmäfsig, aber im Tone verschieden. Man sieht 
nämlich die Körper 1. ungefärbt, 2. rein blau gefärbt, 3. bläulich, 
4. dunkelviolett tingiert. Es ist gewifs erlaubt, dieses Färbungs- 
resultat als den Ausdruck verschiedener chemischer Zustände 
aufzufassen, die vielleicht mit Entwicklungsstadien der sporoiden 
Körper zusammenhängen. Nur ein kleiner Teil (zumeist der 
freien) Kugeln bleibt bei dieser Methode ungefärbt. 

III. Den Wert eines direkten Reagens auf die sporoideu 
Kugeln besitzt jedoch die Lugolsche Losung allein angewendet. 
Mischt man die Kultur direkt in dieselbe hinein, so färben sich 
sämtliche sporoide Körper des Präparates in gelbem bis braunem 
Tone. 

IV. Nicht minder präzis ist die Färbung mit Naphtholblau 
nach der Vorschrift von Dietrich und Liebermeister; kurz 
nach der Vermischung des Dimethylparaphenylendiamins und 
rc-Naphthols mit dem das Kulturteilchen enthaltenden hängenden 
Tropfen stellt sich die sattblaue Färbung der sporoiden Körper ein. 

Was die eigentlichen chemischen Reaktionen betrifft , so 
gibt das Millonsche Reagens eine makroskopische Rotfärbung 
des aus sporoiden Kugeln zusammengesetzten Kulturteilchens; 
mit dem Mikroskope kann man nur feststellen, dafs diese Fär- 
bung diffus ist und von einer .schwachgelben Färbung der 
einzelnen Elemente herrührt. Der Bakterien gibt es im Prä- 
parate so wenig, dafs die zitierte Reaktion einzig auf die 
sporoiden Körper bezogen werden kann. Darauä ginge hervor, 
dafs dieselben aus Eiweifsstoffen bestehen. 

Dieses Resultat ist insofern von Bedeutung, als die positive 
Jod- Jodkaliumfärbung an die Deutung denken lassen könnte, 
dafs es sich um Glykogen handelt. Dafs dies jedoch nicht der 
Fall ist, zeigt schon die Unlöslichkeit der Körper im Wasser, 
die sich selbst dann offenbart, wenn die vollkommen freien 
Kugeln nicht die geringste Spur einer Chromatinhülle zeigen 
und von dem umgebenden Medium nur durch ihr stärkeres 
Lichtbrechungs vermögen abstechen. Denn das Glykogen ist 
wasserlöslich. 
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Im Alkohol sind die sporoiden Kugeln unlöslich ; desgleichen 
in einem Gemisch von gleichen Teilen Alkohol und Äther, wo- 
durch die durch das Aussehen, besonders den Glanz der Körper 
gestützte Annahme, dafs sie aus Fett oder einer fettartigen 
Reservesubstanz bestehen, gegenstandslos wird. 

Wichtig ist, dafs die sporoiden Kugelu der künstlichen 
Magensaftverdauung nicht unterliegen. Da sie, wie der Aus- 
gang der Reaktion mit Alkohol und Äther zeigt, nicht aus Fett 
gebildet sind, die Zusammensetzung derselben aus Keratin aber 
ausgeschlossen ist, so bleibt nur der eine Schlufs übrig, dafs 
sie nämlich aus Kernsubstanz bestehen. 

Ich suchte, soweit dies angängig, auch noch und zwar auf 
Grund der von Frank-Schwarz angegebenen Reaktionen zu 
bestimmen, um welche Kerusubstanz es sich handle. 

Und da habe ich festgestellt, dafs die sporoiden Kugeln 
von konzentrierten Lösungen von Kupfersulfat, Magnesium- 
sulfat und Ferrozyankalium (in welchen sie höchstens schrumpfen), 
ferner von 20proz. NaCl-Lösung und Salzsäure 4 : 3 Wasser un- 
berührt bleiben. 

Ich halte es für wichtig, hervorzuheben, dafs diese Re- 
aktionen der sporoiden Körper mit denjenigen der 
Sporen zusammenfallen. 

Auf Grund der angeführten Ergebnisse ist der Schlufs zu- 
lässig, dafs die sporoiden Kugeln ein Entwicklungsprodukt des 
Bact, Anthracis darstellen , das im wesentlichen die mikro- 
chemischen Reaktionen der Sporen gibt. Abweichungen ergeben 
sich blofs in den Ergebnissen der Färbung nach den von mir 
angegebenen Verfahren I und II, weiterhin in der Reaktion mit 
Lugol scher Lösung. 

V. Die Bedeutung der Sporoidkörperbildung. 

Zieht man in Erwägung, dafs bis zu einem gewissen Ent- 
wicklungspunkte die Bildung der Sporen und der Sporoidkörper 
parallel und völlig analog vor sich geht, dafs sie erst später 
divergiert, dafs beide Gebilde auf demselben chemischen Sub- 
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strate — dem vegetativen Milzbrandstäbchen — entstehen, dafs 
die chemische Zusammensetzung der beiden Produkte im wesent- 
lichen analog ist, dafs schliefslich der morphologische Unterschied 
zwischen den beiden darauf beruht, dals die Entwicklung der 
Sporoidenkörper durch ein progressives Wachstum und Ver- 
mehrung der eben charakterisierten Substanz zustande kommt, 
so wird man wohl keinen Fehlgriff tun, wenn wir die Bildung 
der sporoiden Körper als abnormale Entwicklung jener Substanz 
bezeichnen, welche — wenn das Milzbrandbakterium sich in 
anderen Lebensbedingungen befindet, auch die Sporen bildet. 
Gewisse Differenzen, welche sich bezüglich des mikrochemischen 
Verhaltens zwischen den fertigen Sporen und fertigen sporoiden 
Körpern aus raeinen Untersuchungen ergaben, sind augenscheinlich 
auf die Rechnung der erwähnten Weiterentwicklung jener Sub- 
stanz zu setzen. 

Erinnern wir uns nunmehr, dafs die Entwicklung der spo- 
roiden Körper auf dem Glyzerinagar vor sich geht. In derselben 
Zeit, da in der gewöhnlichen Agarkultur die Sporen sich frei- 
zumachen beginnen, heben die Milzbrandbazillenfaden auf dem 
Glyzerinagar an, zu Haufen sporoider Körper zu zerfallen. Es 
ist klar, dafs auf dem Glyzerinagar ein abnormal starkes Wachs- 
tum jener Substanz vor sich geht, die auf dem gewöhnlichen 
Agar die Dietrich-Lieberuieisterschen Körnchen und 
die Sporen bildet, also dafs in abnormaler Weise eine Substanz ge- 
bildet wird, welche auch unter normalen Verhältnissen in dein 
Milzbrandstabchen zur Bildung gelangt. Da wir wissen, dafs es 
dem Milzbrandbakterium auf dem Glyzerinagar besser ergeht, 
dafs auf demselben seine Assimilationstätigkeit erhöht ist, so 
vermögen wir zu begreifen, dafs es zum abnormalen Wachstum 
der Sporoidsubstanz kommt. 

Die Bildung der Sporoidkörper fällt somit unter jene Vor- 
gänge, welche ich als morphochemisch bezeichnet habe; die 
Sporoidsubstanz stellt sich, ähnlich wie die Spore, als eine Trans- 
formation des ursprünglichen Nukleinprotoplasmas des Milzbrand- 
bakteriums dar. 
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Diese Transformation kommt — ein gewiß interessanter 
Fall des morphologischen Metabolismus des Protoplasmas — 
durch erhöhten Stoffwechsel, gesteigerte Assimilation zustande. 

Kann dieser Ausspruch durch Beobachtungen gestützt werden? 

Diesbezüglich genügt es, einen Blick auf die Entwicklung 
des Milzbrandbakteriums auf den Glyzerinagar zu werfen. 

Da beobachtet man vor allem eine sehr rege Teilung, die 
einen nicht minder regen Stoffwechsel zur Voraussetzung hat; 
weiterhin beobachtet man die Ausbildung von Scheinfäden 
und voluminösere, dickere und längere Iudividuen überhaupt, 
Erscheinungen, welche nicht anders als durch erhöhtes Wachs- 
tum erklärt werden können, das nur auf Grund einer besseren 
Ernährung möglich ist. Schliefslich beobachtet man das auf- 
fallende Auftreten von hypertrophischen Formen, welche geradezu 
gigantische Verhältnisse zu erreichen vermögen; auch diese 
hypertrophischen Formen können nur durch erhöhte Assimilation 
erklärt werden. 

In der oben mitgeteilten Auffassung bestärkt mich weiterhin 
auch der Umstand, dafs — wie man durch aufmerksames Studium 
der Präparate feststellen kann — die hypertrophischen Formen 
zu Beginn ihres Auftretens entweder homogen sind oder nur 
wenige kleinere sporoide Körper enthalten, später aber sich ver- 
gröfsern und je länger desto mehr mit sporoiden Körpern an- 
füllen, so dafs sie schliefslich vollgestopft von ihnen sind und 
zugrunde gehen, indem sie sich in freiwerdende Kugeln zer- 
legen. (Fig. 21 l. /, o, h, i, k, p, a, m, n, j, c, x.)' 

Eine weitere Stütze der Ansicht, dafs es sich um einen Aus- 
druck erhöhter Assimilation handelt, bildet der Umstand, dafs die 
hypertrophischen Formen wenigstens zu Beginn ihres Auftretens, 
zumeist jedoch noch viel länger, sich gleichzeitig auch auffallend 
hyperchromatisch zeigen. Diese Hyperchromasie führt mitunter 
bis zur Undurchsichtigkeit jener Elemente und kann nur darauf 
beruhen, dafs dieselben auf derselben Fläche mehr färbbare 
Substanz enthalten (wie sich aus einem Vergleiche mit normal 
färbbareu hypertrophischen Formen ergibt); was wiederum nur 
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die Folge einer vergröfserten Produktion jeuer Substanz auf Grund 
eines erhöhten Stoffwechsels sein kann. 

Der Schlufs der Entwicklung auf dem Glyzerinagar ist in 
der Regel die Umwandlung sämtlicher Fäden in sporoide Kugeln. 

Während sich die Bildung der sporoiden Substanz auf dem 
gewöhnlichen Agar — meiner Meinung nach mufs dieser Nähr- 
boden dem Milzbrandbakterium ganz besonders günstige Be- 
dingungen bieten, da es auf demselben in der Regel seinen ganzen 
Entwicklungszyklus durchmacht — in bestimmten Grenzen hält, 
welche durch das Gröfsenverhältnis der Spore zum Stäbchen 
bestimmt werden, so dafs eine gewisse Proportionalität derselben, 
eine bestimmte Relation zwischen der Spore und dem Körper 
gewahrt wird, wird auf dem Glyzerinagar dieses Verhältnis ver- 
wischt, ein übermäfsiges Wachstum der Sporoidsubstanz und der 
Untergang des Chromatinleibes stellt sich ein. 

Diese Änderung des Stoffwechsels hat zur Folge, dafs die 
durch das Freiwerden der Sporoidkugeln aufgelösten Fäden ab- 
sterben. 

Dafs im Verlaufe der Kultivation eine grofse Menge Bakterien 
abstirbt, war schon seit langem aus den Arbeiten von Ficker 1 ) 
und London'-) bekannt. Gottschlich und Weigang 3 ) haben 
gezeigt, dafs dieses Absterben die Folge des auf die grofse an- 
fängliche Vermehrung folgenden Nahrungsmaugels ist. 

Studiert man irgendeine Kultur längere Zeit^hindurch, so be- 
merkt man, dafs besonders in einzelnen Kulturen das Absterben tat- 
sächlich immens ist; es kommt bei dem Milzbrandbakterium auch auf 
gewöhnlichem Agar vor. Es liegt vielleicht wirklich am nächsten, 
sich als die Ursache dieses Absterbens den Nahrungsmangel zu 
denken. Aber dieses Absterben kann mit dem Untergange der 
Bakterien auf dem Glyzerinagar nicht verglichen werden. Seine 
Morphologie ist völlig verschieden. Da sieht man, wie die Fäden 
dünner, blässer werden, immer mehr von ihrem Chromatin ver- 
lieren und schliefslich zu ovalen schwach gefärbten Partikeln 

1) Ficker, Zeitechr. f. Hyg., 29, 1898. 

2) Aren, des sc. biol. 8t. Peterebourg VI, 1897. 

3) Zeitachr. f. Hyg., 20, 1895. 
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zerfallen oder schwinden, indem sie sich gänzlich abfärben. 
(Fig. 1 B, 22.) Der grofse Hungertod der Bakterien unterscheidet 
sich somit sehr bedeutend von dem Massentode derselben auf 
dem Glyzerinagar. 

In den Büchern über Bakteriologie findet man jedoch noch 
von einem anderen Absterben der Bakterien Kunde und zwar 
in alten Kulturen, das nach der landläufigen Auffassung teils 
durch Erschöpfung der Nährstoffe, teils durch Anhäufung der Stoff- 
wechselprodukte bedingt ist. »Wir sehen dann«, sagt G ünther 1 ), 
•an den Bakterienzellen zunächst sogenannte Absterbe- 
erscheinungeu, In vo lution s erschein ungen auftreten. Die 
Zellen blähen sich auf, werden voluminöser, Mifsbildungen, 
Schnörkelformen der manigfachsten Gestaltung bilden sich aus, 
das Protoplasma durchsetzt sich mit »Vakuolen« 2 ), verliert 
seine normalen chemischen Eigenschaften (z. B. färbt sich lücken- 
haft und schlecht mit Anilinfarbstoffen), der Kontur der Zellen 
wird undeutlicher; und dann sind die Zellen nicht mehr fähig 
sich weiter zu vermehren, selbst wenn sie auf frischen Nährboden 
übertragen werden, sie sind abgestorben. 

Eine analoge Beschreibung, selbst die Vakuolisation nicht 
ausgenommen, geben Kollo und Hetsch 8 ), welche den von 
Günther angeführten Ursachen dieses Absterbens noch die 
Änderung in der Reaktion des Nährbodens hinzufügen, die sich 
in alten Kulturen einstellt und sehr wahrscheinlich von den 
Stoffwechselprodukten herrührt. 

Bei flüchtiger Durchmusterung der meiner Arbeit beigefügten 
Abbildungen könnte es scheinen, dafs der von mir beschriebene 
Vorgang der Sporoidkörperbildung mit dem von den ebenzitierten 
Autoren gemeinten identisch ist. Dem ist jedoch nicht so. 

Die Beschreibungen der letztzitierten Autoren beziehen sich 
auf alte Kulturen, während man die Bildung der sporoiden Körper 
bereits in 4 bis 5 Tage alten, somit relativ jungen Kulturen mit 

Ii G ünther, a. a. ()., S. 16. 

2; Anführungszeichen und Fettdruck von Günther »elbBt 
3) Kolle-Hetuch, a. a. O., S. 21. 
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Sicherheit konstatieren kann. Um diese Zeit sind weder die 
Nährstoffe des Nährbodens erschöpft, noch hat sich die Reaktion 
desselben in merklicher Weiso verändert, aufserdem besitzt eine 
solche Kultur noch lange die Fähigkeit sich zu vermehren, wenn 
sie auf frischen Nährboden gebracht wird. 

Schließlich kann bewiesen werden, dafs die von mir be- 
schriebenen Gebilde keine Vakuolen sind. Die Form derselben 
ist nämlich nicht immer kugelig, wie es bei einer Vakuole der 
Fall sein müfste, sie pflegt oft zylindrisch, spindelförmig oder 
auch unregelmäßig zu sein, und diese Form bleibt auch dann 
erhalten, wenn die betreffenden Körper nach Einbufse ihrer 
Chromatinhülle ganz frei im Präparate liegen. Wenn es sich 
um Vakuolen handeln würde, so müfsten sie in einem solchen 
Falle auseinanderfliefsen, oder wenn trotz des Chromatinschwundes 
ihnen eine zähere Membran übrigbliebe, so müfsten sie, bekannten 
physikalischen Gesetzen folgend, wenigstens Kugelform annehmen. 
Da dies jedoch nicht der Fall ist, so mufs geschlossen werden, 
dafs die sporoiden Elemente keine Vakuolen sind, sondern aus 
einer festeren Substanz bestehen, welche — wie ich eben gezeigt 
habe, einer Transformation der, auch normal den Milzbrand- 
bazillus zusammensetzenden Nukleinsubstanz entspricht. Aus 
meinen Beobachtungen geht freilich hervor, dafs die sporoiden 
Kugeln tot sind. Trotzdem ist die Substanz derselben, wie aus 
der mikrochemischen Untersuchung hervorgeht, kein Reservestoff, 
sie ist — wie uns die histologische Untersuchung ihres Entwick- 
lungsvorganges belehrt, umgewandelte Bakterienkörpersubstanz, 
denn das Chromatin weicht nicht blofs vor ihr zurück, um ein- 
fach zu atrophieren, wenigstens nicht in der Zeit, da die Sporoid- 
körperbildung in voller Blüte ist, sondern wandelt sich selbst 
zur Sporoidsubstanz um. Nur ein verhältnismäfsig kleiner 
Teil des Chromatins geht unter Zerfall und Auflösung zu Grunde. 

Aber die Art der Entwicklung zeigt, dafs die Ursache des 
Absterbens hier eine andere sein mufs als Nahrungsmangel. Da 
sich die Sporoidkörper auf einem Nährboden entwickeln, auf 
welchem die Ernährung des Bact. anthracis stärker ist, wo es 
üppiger wächst und stärker hypertrophiert, so bleibt wohl nur 
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noch der Schlüte übrig, dafs das Absterben des Milzbrand- 
bakteriums au! dem Glycerinagar die Folge einer Überfütterung ist. 

Hiermit gelangen wir jedoch zu einem Punkte, der zur Er- 
klärung der Bedeutung der Sporoidkörperbildung beizutragen 
vermag. 

Alles, was ich nämlich bis jetzt angeführt habe, bringt mich 
zu der Überzeugung, dafs das Mi 1 zbrandbakteri um auf 
dem Glyzerinagar in einen Zustand gerät, welcher 
mit den Depressionszuständeu der Protozoen ana- 
log ist. 

Um dies näher darzulegen, wolle man sich erinnern, wann 
der Depressionszustand bei den Protozoen eintritt und wodurch 
derselbe charakterisiert wird. 

Nach Calkins und Rieh. Hertwig kommt es bei reich- 
licher Fütterung der Protozoen, also bei ununterbrochener 
Assimilationstätigkeit, trotz fortlaufender Teilungen, durch welche 
die Kernsubstanz doch eine Reduktion erfährt, zu einem Riesen- 
wachstum der letzteren. Bei dem Actinosphärium, bei welchem 
R. Hertwig 1 ) diese > physiologische Degeneration« festgestellt 
hat, resultieren schliefslich Tiere, deren Kerndurchmesser die 
zehnfache Gröfse des normalen erreichte, so dafs sich die Kern- 
substanz etwa tausendfach vergrößert hat. Das Ende dieses 
Prozesses war jedoch stets dasselbe. Die Riesenkerne wurden 
ausgestoßen, das zurückbleibende Protoplasma enthielt dann 
keine Kerne mehr und starb bald ab. Der Tod ist durch eine 
Störung des cytotypischen Wachstums, durch eine Störung der 
normalen Kernplasmarelation bedingt, durch welche das Gleich- 
gewicht der Substanzen in der Zelle so irritiert wird, dafs eine 
weitere Assimilation und in weiterer Konsequenz auch das fernere 
Wachstum und die Vermehrung unmöglich sind. 

Solchermaßen wäre unter den angeführten Verhältnissen die 
Art der Vernichtung preisgegeben, wenn es nicht gelingen würde, 
die Assimilationsfähigkeit durch Verkleinerung der hypertro- 

1) R. Hertwig, Uber phyaiol. Degeneration bei ActinoBphaerium Eich- 
hornii, Festechr. f.Haeckel, 1904. 



Digitized by Google 



Von Dr. Vladislav Rftiicka. 



279 



phierten Kernsubslanz zu reaktivieren, was durch Befruchtung 
oder Encyatierung erreicht wird. 

Solcherweise stellt sich die amphigene Entwicklung (bei 
welcher durch Zusainmentiiefsen von Individuen die normale 
Kernplasinarelation restituiert wird) als ein Kompensationsvor- 
gang, als ein zellulärer Regulationsvorgang, in einen gewissen 
Gegensatz zu der autogenen Entwicklung (bei welcher es sich 
um Umwandlungen aus »eigenen Mitteln c eines Individuums 
handelt). 

Übersieht man nun die Entwicklung des Bact. anthracis, 
so sehen wir, dafs es ein Organismus mit autogener Entwicklung 
ist ; bislang ist keine Tatsache bekannt, welche zu der Annahme 
berechtigen würde, dafs auch dieses Bakterium eine amphigene 
Entwicklung besitzt, dafs bei demselben ein, sei es noch so 
primitiver, sexueller Vorgang vorkommt. Ich habe bis jetzt 
trotz unzähliger Beobachtungen nicht die geringste Spur des 
Vorhandenseins eines Vorganges feststellen können, der auch 
nur entfernt der von Schaudinn bei dem Bac. Bütschli be- 
schriebenen Autogamie geähnelt hätte. 

Dauernde autogene Entwicklung führt jedoch, wie R. 
Hertwig bei einer Reihe von Protozoen in überzeugender 
Weise gezeigt hat, zu einer Störung der Kernplasmarelation und 
zwar nach der Richtung hin, dafs die Kernsubstanz auf Kosten 
des Cytoplasmas anwächst. 

Was beobachtet man nun bei dem Milzbrandbakterium? 

Auf einem Nährboden, auf welchem sein ganzer Entwick- 
lungszyklus zur Entfaltung gelangt und welcher daher als ihm 
entsprechend angesehen werden mufs, z. B. auf dem gewöhn- 
lichen Agar, beobachtet man, dafs nach einer Reihe durch 
autogene Entwicklung, d. h. vegetative Teilungen zustande ge- 
kommener Generationen sich gleichzeitig die Bildung gekrümmter, 
mäfsig hypertrophischer, stets hyperchromatischer Fäden und 
Sporen einstellt. 

An dieser Stelle sei es mir gestattet, einige Worte jenen 
gekrümmten, oft knäuel förmigen uud hyperchromatischen Formen 
zu widmen. Es sind dies die sog. Involutionsformen. Von diesen 
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wird oft behauptet, dafs es Absterbeformen sind, was mit einer 
anderen Behauptung übereinstimmt, dafs sie nämlich dem Nah- 
rungsmangel und Anhäufen von Stoffwechselprodukten ihre 
Entstehung verdanken. Dieser Behauptung widersetze ich mich ; 
vor allem verfüge ich über Beobachtungen, welche mit den- 
jenigen von Behring 1 ) übereinstimmen, aus denen hervorgeht, 
dafs diese Formen in wenige Tage alten Kulturen auftreten 
können, in welchen die erwähnten Entstehungsbedingungen nicht 
erfüllt sein können; des weiteren habe ich beobachtet, dafs die 
»Involutionsformenc aus Kulturen, in denen sie entstanden sind, 
verschwanden, um erst später wieder aufzutauchen, während die 
Kultur unterdes von Sporen geradezu überschwemmt wurde. 

Meiner Ansicht nach führt weniger der Nahrungsmangel 
zur Entwicklung der »Involutionscformen , als jenes Moment, 
das A. Fischer 2 ) in den Worten »Involutionsformen bilden alle 
Bakterien, wenn sie längere Zeit in ihnen nicht zusagenden 
Bedingungen 3 ) leben müssen t — wenn auch unklar zum 
Ausdruck gebracht hat. Nicht zusagende Bedingungen müssen 
eben nicht gerade Nahrungsmangel oder die Sättigung des Nähr- 
bodens mit schädlichen Stoffwechselprodukten sein. 

Dafs auch von einer Wirkung derartiger Produkte keine 
Rede sein kann, geht aus meinen Beobachtungen hervor, nach 
welchen auf einem Nährboden, der besonders fruchtbar war auf 
i Involutionsformen«, die Entwicklung des Milzbraudbakteriums 
noch möglich ist. Es handelt sich um folgende Beobachtungen. 

Eine alte Milzbrandkultur, welche eine grofse Menge »In- 
volutionsformen < und eine Anzahl Sporen enthielt, wies nach 
Ablauf von weiteren 14 Tagen aufserordentlich viel weniger 
»Involutionsformen«, neben den Sporen jedoch auch viele ganz 
neue Fäden auf; diese neuen Fäden sind in der Zeit nach 
der Ausbildung einer grofsen Anzahl von »Involutions- 
formen«: entstanden; somit konnte eine Sättigung des Nähr- 
bodens mit Stoffwechselprodukten, welche eine normale Entwick- 

1) Behring, Zeitechr. f. Hyg., VIII, 1889. 

2.) A. Kiacher, Vörie», über Bakterien, 1908, S. 46. 

3) Von mir geaiierrt. 
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lung unmöglich machen, keinesfalls die Ursache der Entstehung 
jener Formen sein. 

Die zweite Beobachtung betrifft den Umstand, dafs — wie 
ja oft behauptet wird — die »Involutionsformen c schlecht 
färbbar sind. Diese Behauptung hat nur relative Geltung. Die 
auf Absterben hinweisende, schlechte Färbbarkeit stellt sich bei 
den > Involutionsformen € zumeist erst in späterer Zeit ein. Zur 
Zeit, da ihre Bildung den Gipfelpunkt erreicht hat, habe ich 
stets das direkte Gegenteil von jener Behauptung konstatieren 
können, die > Involutionsformen « waren vorwiegend hyperchro- 
matisch und blieben es oft sehr lange. Zieht man weiterhin 
gleichzeitig in Betracht, dafs diese Formen regelmäfsig auch 
hypertrophisch zu sein pflegen — auch A. Fischer sagt: Aber 
aufser Rand und Band geratenes Wachstum ist es doch gewifs, 
was die aufgeblähten, gabeligen und anderen Mißgestalten der 
Involutiousforraen hervorbringt.« 1 ) — so fällt dadurch, meiner 
Meinung nach, auch jene zweite Annahme, dafs nämlich die- 
selben durch Nahrungsmangel entstellen, hin. Hypertrophie 
kann doch wohl nur durch erhöhte Assimilation hervorgebracht 
werden. 

Tatsächlich sind auch jene hypertrophischen Formen (so 
will ich fernerhin, wie ich glaube, richtiger, die >Involutious- 
formenc nennen) zur Zeit ihrer vollsten Entwicklung keine Ab- 
sterbeformen, sondern sie leben. Bereits Behring 2 ) und Kruse") 
haben die Beobachtung gemacht, dafs die > Involutionsformen« 
asporogener Milzbrandbazillenstämme mehrere Wochen lang 
lebens- und vermehrungsfähig bleiben; auf frischen Nährboden 
übertragen, wachsen sie rasch auf. 

Ich selbst habe den folgenden Versuch ausgeführt: 
Eine 8 Tage auf Glyzeriuagar bei 37° gezüchtete Kultur 
enthielt Haufen freiliegender Sporoidkörper und daneben Bak- 
terien von nur hypertrophischen Formen ; normale fand ich 
überhaupt nicht. Durch fjberimpfung auf Lithiumagar nach der 

1) A. Fischer, a. a O., Ö. 49. 

2) Behring, Zeitachr. f. Hygiene, 8. 1889. 

'S) Kruae, Flügges Mikroorganismen, A Aufl., I, Ö. 60, iHdii. 
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Vorschrift von Gamal eia wurde eine typische Anthraxkultur 
erhalten. Die Vitalität der hypertrophischen Formen ist hier- 
durch bewiesen. 

Meiner Ansicht gemäfs mufs das Auftreten der hypertro- 
phischen Formen eine wesentlich andere Deutung erfahren. Zu 
diesem Zwecke erscheint es notwendig, auf das Verhältnis der 
hypertrophischen Formen zu den Sporeu einzugehen. 

Diesbezüglich kann man die Beobachtung machen, dafs diese 
beiden morphologischen Gebilde entweder gleichzeitig oder in so 
kurzen Zeitintervallen hintereinander in der Kultur auftreten, dafs 
sie zumeist nebeneinander getroffen werden. Erinnern wir uns 
an die Ausführungen des ersten Kapitels der vorliegenden Arbeit, 
nach welchen die Spore ein Produkt des morphologischen Me- 
tabolismus der das Bakterium zusammensetzenden Substanz ist, 
dafs sie auf Grund von Assimilations Vorgängen durch eine 
chemische Umwandlung des Bakterienchromatins entsteht, so 
werden wir es ganz begreiflich finden, dafs dieser Vorgang von 
einer Hypertrophie der Stäbchen begleitet wird. Mit dieser Be- 
obachtung steht auch der Umstand im Einklänge, dafs — wie 
ich feststellen konnte — das letzte Glied des Entwicklungszyklus 
der asporogenen Milzbrandstämme eben die hypertrophischen 
Formen bilden; zur Ausbildung der Sporen kommt es eben 
nicht mehr. 

Meiner Ansicht nach wird also durch die Bildung der 
Sporen das Wachstum des Chromatinkörpers reguliert. Überein- 
stimmend damit wird zugestanden, dafs zur Bildung der Sporen 
eine vorausgegangene gute Ernährung der Bakterien notwendig 
ist (z. B. A. Fischer 1 ). 

Wie ich bereits früher bemerkt habe, bilden sich in den 
durch Teilung sich vermehrenden Stäbchen, freilich in sehr be- 
schränkter Anzahl, die Diet rich-Liebermeisterschen Körner, 
deren Substanz alle Reaktionen der Sporensubstanz gibt. Wenn 
sich unter gewissen äufseren Bedingungen, unter welchen die 
Entwicklung der Sporen zur Beobachtung gelangt, der Stoff - 

1) Fischer, a. a. O., S. 42. 
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Wechsel des Bakteriums steigert, — und dafs sich derselbe stei- 
gert, ist aus dem von Meyer 1 ) gemachten Befunde, dafs vor der 
Sporenbildung alle im Keimling angesammelten Reservestoffe 
verbraucht werden, zu ersehen — so wird mehr Chromatin ge- 
bildet. Dementsprechend kommt es zur Ausbildung der Hyper- 
chromasie und Hypertrophie der Stäbchen. Steht jedoch das 
Bakterium unter ihm voll zusagenden Bedingungen, wie dies 
z. B. für das Milzbrandbakterium auf dem gewöhnlichen Agar, 
auf dem es, wie bereits öfter erwähnt wurde, seinen ganzen Ent- 
wicklungszyklus durchmacht, der Fall ist, so übersteigt die 
Chromatinbildung eine bestimmte, nicht sehr hoch gelegene, 
physiologische Grenze nicht, da es sofort zur Sporenbildung 
kommt. Die Spore wächst bis zu einer bestimmten Gröfse, 
welche in einem konstanten Verhältnis zu der Körpergröße des 
Bakteriums bleibt, in welchem sie entstanden ist. Zwischen der 
Körper- und der Sporengröfse existiert eine ganz bestimmte 
quantitative Beziehung, die man als Sporenkörperrelation be- 
zeichnen könnte. Die fertigen Sporen befinden sich in Bakterien 
von bestimmter Gröfse, und diese Gröfse ist ebenso konstant, 
wie die Gröfse der Spore. Eben weil diese Gröfse konstaut ist, 
geht der Rest des Bakteriums durch Zerfall zugrunde und läTst 
keine zweite, etwa kleinere Spore, entstehen. Deshalb gehen 
jene hypertrophischen Formen, die aus welchen immer Ursachen 
keine normalen Sporen auszubilden vermochten, zugrunde, wie 
aus ihrer schlechten Färbbarkeit hervorgeht. Und so kann man 
in diesem Sinne, bei Auffassung der Sporenbildung als regu- 
lativen morphochemischen Vorgang auf das Wachstum 'des 
Chromatinkörpers, auch die Spore für eine Art von Cyste halten, 
wie dies z. B. Kruse 2 ) getan, da ja auch viele Protozoen durch 
Enzvstierung ihre gestörte Kernplasmarelation regulieren. 

Aus alledem geht vor allem hervor, dafs zur Sporenbildung 
durchaus kein teleologisches Moment notwendig ist, wie z. B. 
Kolle-Hetsch 8 ) voraussetzen. Die Sporenbildung ist einfach 



1) Meyer, a. a. O. 

2) Kruse, a. a. O., 1896. 

3) Kolle-Hetach, a.a.O., 110 
Ktcblr für Hygiene. Bd. LXIV. 
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das Resultat des Stoffwechsels des Bakteriums unter bestimmten 
äufseren und inneren Bedingungen. Dafs aber die inneren Be- 
dingungen die Zweckmäßigkeit dieses Vorganges nicht bestimmen, 
ersieht man aus der Bildung der SporoidkÖrper, bei welcher die 
Zusammensetzung des Bakteriums gleich bleibt und nur andere 
äufsore Bedingungen eingetreten sind — das Resultat aber ist 
der Arterhaltung nicht mehr zweckdienlich. 

Ich habe oben den Ausspruch getan, dafs das Milzbrand- 
bakterium auf dem Glyzerinagar in einen Zustand gerät, welcher 
dem Dopressionszustande der Protozoen analog ist. 

Auf Grund der Aussagen, welche ich über die Sporenbil- 
dung als Regulationsvorgang der unter günstigen Lebensbedin- 
gungen zustande gekommeneu Hypertrophie des Chromatinkörpers 
getan habe, kann man ein tieferes Verständnis der Sporoidkörper- 
bildung anzubahnen versuchen. 

Vor allem nimmt man wahr, dafs diese Körper in ihren 
Anfangsstadien völlig denjenigen Körnchen gleichen, aus welchen 
auf gewöhnlichein Agar die Sporen entstehen ; bald bemerkt man 
jedoch, dafs in einzelnen Stäbchen eine größere Anzahl solcher 
Körnchen gebildet wird, als man in sporulierenden Bakterien zu 
sehen gewohnt ist. Und da tritt sofort eine neue Erscheinung 
vor unsere Augen ; es kommt zu einer beschleunigten Teilung, 
so dafs nahezu isodiamotrische, »kokkenförmigec Gebilde zu- 
stande kommen, deren jedes je ein sporoides Körnchen enthält. 
Es liegt auf der Hand, dafs durch solche Teilung die Wahrung 
der Proportionalität zwischen Körper und Sporoidkorngröfse er- 
zielt wird ; solange die Möglichkeit einer solchen Teilung gegeben 
ist, erhält sich die konstante Relation zwischen der Menge der 
Sporoid- und Bakterienkörpersubstanz; zugleich ergibt sich 
hieraus, dafs zu dieser Zeit die zwar erhöhte Assimilationstätig- 
keit sich noch immer im normalen Geleise bewegt. 

Spater beobachtet man, dafs das Wachstum der sporoiden 
Korper als Folge nach sieh zieht, dafs diese Körper von Chro- 
mati nquerscheidewänden durchzogen werden, und dafs oft der 
ganze Ba/.ülus, der ganze Faden durch Querscheidewände in sehr 
kleine (Fig. 7, 8) Teile zerlegt erscheint — eine Tatsache, auf 
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die ich schon früher aufmerksam gemacht habe und welche, 
anthropomorphistisch gesprochen, den Eindruck hervorruft, als 
wenn sich der Faden von den gebildeten Sporoidkörpern durch 
Abschnürung befreien wollte. Da jedoch der Stoffwechsel erhöht 
ist, so genügt die beschleunigte Teilung nicht 7,ur Wiedererrei- 
chuug der Normalrelation der beiden in Frage kommenden 
Substanzen. Da sieht man, wie sich im Faden lokale Hyper- 
chromasien einstellen, wie die Fäden dicker werden und Schein- 
fäden auftreten. Nicht nur also ist die Assimilation gesteigert, 
sondern, wie das Auftreten der Seheinfädeu beweist, die Ver- 
mehrung durch Teilung erniedrigt; aber die normale Relation 
der Chromatin- und Sporoidsubstanz wird dadurch nicht erreicht. 
Die Hypertrophie des Chromatinkörpors erlangt stets gröfsere 
Dimensionen , desgleichen wachsen auch die Sporoidkörper an 
Gröfse und Zahl. Es ist klar, dafs die Entwicklung des Bakteriums 
in einen verhängnisvollen Circulus vitiosus geraten ist. Da sich 
gleichzeitig bei einzelnen Fäden auch eine Abfärbung des Chro- 
matins kundgibt, so ist es offenbar, dafs die Assimilation sistiert 
ist. Um diese Zeit habe ich in meinen Präparaten des öfteren 
Formationen beobachtet, die darauf hinzuweisen scheinen, dafs 
es auch zum Verschmelzen einzelner nebeneinanderliegender 
Chromatinindividuen kommt, ein Vorgang, der gleichfalls als 
Regulation der exzessiven Sporoidkörperbilduug aufgefafst werden 
kann. Ich kann jedoch keineswegs behaupten, dafs wir es hier 
mit einem Analogon der Konjugation von Protozoen zu tun 
haben, da alle diese Versuche, das Wachstum durch Reakti- 
vieruug des normalen Verhältnisses der Chromatin- und Sporoid- 
substanz zu regulieren, in diesem Stadium fehlschlagen. Vergeblich 
bilden sich die bizarrsten, mit auffallender Hyperchromasie ver- 
bundenen Hypertrophien der Bakterien aus; denn nach kurzem 
Bestehen bildet sich auch in ihnen die sporoide Substanz und 
zwar in einer ungeregelten und im weiteren Verlaufe zum Zerfall 
der hypertrophischen Formen infolge der auf Grund der sistierten 



1) Vlad. Rftiicka, Aren. f. Hyg., Bd. 47, 1903. Tafel II, Fig. 1, 4, 18. 
_ Arch. f. Hyg., Bd. 51, 1904, S. 292. 
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Assimilation auftretenden Atrophie des Chromatins im Sporoid- 
körper von verschiedener Gröfse führenden Weise. 

Dieser Circulus vitiosus kann in einzelnen Kulturen von 
dem Auftreten einer diminuierten Generation unterbrochen 
werden, deren Ausbildung auf Grund des Angeführten nicht 
mehr unbegreiflich erscheinen dürfte. Doch selbst diese, wie 
man schliefsen könnte, den Ernährungs Verhältnissen bereits an- 
gepafste Generation erscheint unfähig, arterhaltende Elemente 
herauszubilden. Nach den eruierten Prinzipien kann geschlossen 
werden, dafs auch sie nicht imstande ist, eiue ihrer Gröfse ad- 
äquate Menge Sporensubstanz auszubilden. In der Tat sehen wir 
sie durch Ausbildung von Sporoidsubstanz zugrunde gehen. 

Die ganze Kultur besteht schliefslich nur aus sporoiden 
Kugeln, denen hie und da Reste der Chromatinbakterienkörper 
beigemischt sind. Die sporoiden Kugeln sind tot — ; wie ich 
oben dargelegt habe, bilden sie nicht etwa hypertrophierte Ho- 
mologa von Sporen. Die Kultur stirbt schliefslich ab (Vers. 
Nr. 23, 26, 29). 

Die Analogie mit den Depressionszuständen der Protozoen 
tritt in den folgenden Momenten zutage: 

1. in der erhöhten Assimilationstätigkeit, 

2. in der aufsergewöhnlichen Vermehrung einer von den 
Substanzen, durch deren Proportionalität der normale 
Lebensverlauf des Bakteriums verbürgt wird, 

3. in dem Zugrundegehen der ganzen Kultur, zu welchem 
es kommt, wenn nicht ein derartiger Wandel im Stoff- 
wechsel eintritt, dafs dadurch die Reaktivierung der 
normalen Sporenkörperrelation ermöglicht wird. 

Diesen Punkten erlaube ich mir, einige Bemerkungen an- 
zuschliefsen. 

Es ist klar, dafs durch die sozusagen gesteigerte autogene 
Entwicklung auf dem Glyzerinagar infolge erhöhter Assimilation 
eiue mächtige Störung der Sporenkörperrelation erfolgt, ebenso 
wie bei den Protozoen unter derartigen Umständen eine Störung 

der Kei nplasmarelution eintritt. 
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Bei den letzteren beruht diese Störnng nach den Befunden 
von R. Hertwig auf dem übennäfsigen Wachstum der Kern- 
substanz. 

Bei dem Bact. anthracis kommt es zu einem Riesen wachs 
tum der Sporoidsubstanz. Diese Substanz verhält sich bei den 
von mir in dieser Arbeit besprochenen Regulationsvorgängen 
analog wie die Kernsubstanz bei den Protozoen. 

Daraus kann nun freilich keinesfalls der Schlufs gezogen 
werden, dafs die Sporoidsubstanz des Milzbrandbakteriums der 
Kernsubstanz desselben entspreche. Eine solche Behauptung 
würde im Gegenteile völlig sichergestellten mikrochemischen 
Tatsachen widersprechen. 

Ich habe diese Frage bereits bei Besprechung der morpho- 
logischen Analogien, welche zwischen Protozoenkernen und 
Bakteriensporen bestehen, berührt und dargetan, dafs diese 
Analogien eben nur äufserliche sind, da sowohl die Sporen als 
auch ihre Mutterelemente, die Bakterienkörper, aus Kernsub- 
stanzen bestehen. 

Bei der Regulationsstörung, welche sich durch exzessives 
Wachstum der Sporoidsubstanz kundgibt, kommt übrigens selbst 
diese äulsere Analogie mit dem Zellkern überhaupt gar nicht in 
Betracht, weil die Sporoidkörper dadurch von den Sporen dif- 
ferieren, dafs in ihrer Entwicklung ein in Analogie der Zell- 
kerne färbbares Stadium in der Regel nicht vorkommt. 

Der Regulationsvorgang trägt in unserem Falle einen ganz 
anderen Charakter zur Schau als bei der autogenen Entwick- 
lung der Protozoen. Doch darauf werde ich später zurückkommen. 

An dieser Stelle nur mehr einige Worte zur näheren Analyse 
der Tatsache, dafs das abnormale Wachstum der Sporoidsubstanz 
zur Vernichtung der Kultur führen kann. Die letztere Tatsache 
bezeugen die Versuche Nr. 23, 26, 29, in welchen ich ver- 
geblich versucht habe, aus sporoiden Kugeln auf verschiedenen 
Nährböden neue Kulturen heranzuzüchten, sowie die direkte 
Beobachtung dieser Elemente in mikroskopischen Kulturen, in 
welchen sie unverändert geblieben sind. 
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Dem gegenüber erscheint es notwendig, sich jeuer Versuche 
(Nr. 15. 16, 25, 32) zu erinnern, in welchen Teilchen einer nur 
aus sporoiden Kugeln bestehenden Kultur bei der Überimpfung 
nur auf einem der ihnen gebotenen Nährböden, und zwar über- 
einstimmend in allen diesen Versuchen, nur auf dem gewöhn- 
lichen Agar angegangen sind. 

Ich habe mich bereits dahin geäufsert, dafs dieses Resultat 
in Ansehung der Tatsache, dafs das Milzbrandbakterium auf 
dem Glyzerinagar ein üppigeres Wachstum entfaltet, paradox 
erscheinen könnte. Denn, ist das letztere der Fall, so könnte 
man sich fragen, wie ist es möglich, dafs gerade auf dem 
Glyzerinagar keine der Kulturen angegangen ist, während sie 
auf dem gewöhnlichen Agar, das im Verhältnis zum Glyzerin- 
agar keine so günstigen Ernährungsbedingungen gewährt, üppig 
aufwuchsen? 

Dieses Resultat bietet jedoch nur auf den ersten Blick eine 
Überraschung. 

Die Art, in welcher ich die in dem überimpften Kultur- 
teilchen enthaltenen Elemente bestimmt habe, ist freilich nicht 
imstande, alle Zweifel zu bannen, ob doch nicht welche ver- 
mehrungsfähige vegetative Stäbchen oder Sporen mit übertragen 
worden sind, die auf dem frischen Nährboden hätten weiter- 
wuchern resp. auskeimen können. Aber diese so naheliegende 
Eventualität wird eben durch das oben mitgeteilte Resultat der 
Versuche Nr. 15, 16, 25, 32 ausgeschlossen. 

Man kann doch nicht annehmen, dafs es der Zufall konstant 
gewollt hätte, dafs eben diese lebensfähigen Elemente bei der 
Überimpfung stets nur auf den gewöhnlichen und niemals auf 
den glyzerinhaltigen Agar gelangt sind. Die Konstanz dieses 
Ergebnisses schliefst gewifs einen solchen Zufall aus. Aufserdem 
steht zu erwägen, dafs das Wachstum auf dem gewöhnlichen 
Agar regelmäfsig so üppig war, wenn es auch oft erst ver- 
hältnismäfsig spät anhob, dafs man — wenn die üblichen 
Erfahrungsschlüsse in Anwendung kommen sollten — nur 
schliefen könnte, dafs eine grofse Anzahl von entwicklungs- 
fähigen Keimen übertragen werden mufste. Mit Hinblick auf 
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diesen Umstand gewinnt auch das negative Resultat der mikro- 
skopischen Untersuchung des zur Verimpfung gelangten Kultur- 
teilchens einen gewissen Beweiswert. Aufserdem mufs ich 
jedoch darauf aufmerksam machen, dafs in einigen der zitierten 
Versuche (Nr. 15, 16) auch auf dem Glyzerinagar eine anfängliche 
Vermehrung stattgefunden hat. Ich konnte in diesen Fallen 
hypertrophische und normale Formen, freilich alles magerer als 
in der Norm, feststellen; doch wurde das Wachstum offenbar 
dadurch vernichtet, dafs die neugebildeten Individuen mehr als 
zulässig Sporoidsubstanz gebildet haben und infolge dessen, 
nachdem die Assimilation solchermafsen unmöglich gemacht 
worden ist, zugrunde gegangen sind. 

Ich bin der Meinung, dafs eben diese Beobachtung uns in 
die Lage versetzt, das ganze Problem verstehen zu lernen. 

Ich habe schon früher aufmerksam gemacht, dafs mit den 
sporoiden Körpern auch eine gewisse Monge von Chromatin- 
körperresten zur Verimpfung gelangt. Aus der zitierten Be- 
obachtung, dafs es auch auf dem Glyzerinagar zur Entwicklung 
einer Anzahl von Individuen kommen kann, mufs in Gemein- 
schaft mit den oben angedeuteten Momenten geschlossen werden, 
dafs die Entwicklung von gewissen solchen Chromatinkörper- 
resteu ausgeht. 1 ) Fig. 26 stellt vielleicht die Art und Weise 
dieser Entwicklung dar. Die entstandenen Individuen sind be- 
deutend dünner als die normalen, es ist klar, dafs sie sich rege 
teilen, da sie aus sehr kurzen Gliedern gebildete Ketten hervor- 
bringen. Ohne den Tatsachen Gewalt anzutun, kann man 
schliefsen, dafs die Entwicklung infolge erhöhter Assimilation 
durch Einwirkung des Nährbodens zustandegekommen ist. Da 
sich aber sofort die Bildung von sporoiden Körpern eingestellt 
hat, so kommt der bereits bekannte Circulus vitiosus in Gang, 
und die angegangene Saat geht im Depressionszustande zugrunde. 

Auf dem gewöhnlichen Agar kommt es gleichfalls zur Ver- 
mehrung des Chromatins; die entstandenen Fäden sind zwar 

1) Schon Kruse (a. a. 0.) hielt derartige Reste in alten Kulturen bei 
Übertragung auf frischeB Substrat für regenerationBfahig. Einen Beweis hat 
er für diese Annahme nicht geliefert. 
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gleichfalls dünner, aber sie besitzen auch doch reichlich Chro- 
raatin; da jedoch die assimilatorischen Vorgänge auf diesem 
Nährboden nicht so gesteigert sind als auf dem Glyzerinagar, 
so ist auch die Bildung der Sporoidkörper nicht gesteigert, 
sondern es kommt im Gegenteile zur Reaktivierung der nor- 
malen Sporenkörperrelation und infolgedessen zum normalen 
Wachstum. 

Eine analoge Erklärung setze ich auch bei dem Resultate 
des Versuches Nr. 24 voraus, in welchem aus dem Blute des am 
4. Tage nach der Verimpfung mit einer nur sporoide Körper 
enthaltenden Kultur ein völlig typisches Milzbrandbakterium in 
reichlicher Kultur gewonnen werden konnte. Aus diesem Ver- 
suche geht hervor, dafs das Wachstum von einem mit allen 
Artmerkmalen des Bact. anthracis ausgestatteten Teilchen aus- 
gehen mufste, da selbst die Virulenz bewahrt war. Des weiteren 
geht aus demselben hervor, dafs die Behauptung, dafs gewisse 
tierische Organismen ein ausnehmend günstiges Nährsubstrat 
für unser Bakterium abgeben, nur mit einer gewissen Beschrän- 
kung gelten kann. Meiner Ansicht gemäfs gleicht der tierische 
Organismus in dieser Beziehung nicht einmal dem gewöhnlichen 
Agar, weil das Milzbrandbakterium wahrscheinlich wegen Mangel 
an freiem Sauerstoff und wohl auch aus anderen Ursachen nicht im- 
stande ist, in demselben seinen ganzen Entwicklungszyklus durch- 
zumachen. Der tierische Organismus zwingt das Milzbrand- 
bakterium durch fortgesetztes Wachstum seines Chromati nkörpers 
in unnatürliche Lebensverhältnisse. Dasselbe lebt im Tiere unter 
ähnlichen Verhältnissen wie die in den Flechten symbiotisch mit 
Pilzen lebenden Algen. Auch diese Algen sind, solange sie in 
dieser Lebensgemeinschaft verharren,' aufser stände, sich sexuell 
zu vermehren, sie tun dies nur auf vegetativem Wege. Ich 
stimme vollkommen mit Nemec 1 ) überein, wenn er diese 
Verhältnisse als ungesunde bezeichnet. 

Ich schliefse dieses Kapitel mit dem Hinweise auf die weit- 
reichende Bedeutung der Regulationsvorgänge, welche ich in 

1) Nemec, Vztaby roatlin krevnüau uvetu. Prag, 1907. 
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demselben besprochen habe. Des weiteren halte ich es für 
angezeigt, auf jene charakteristische Eigenschaft dieser Regu- 
lationsvorgänge hinzuweisen, welche darin beruht, dafs das 
Auftreten oder Ausbleiben derselben direkt von der Einwirkung 
äußerer Faktoren abhängt. 

Ich halte diese Feststellung deshalb für notwendig, weil 
Driesch eben in der Zweckmäfsigkeit der Regulationen eiu aus 
mechanischen Ursachen unerklärliches Moment erblickt. Dafs es 
sich eher um eine Komplexität, als um eine Unerklärlichkeit 
der Erscheinungen handelt, zeigen die eben angeführten Regu- 
lationen des Bact. anthracis doch deutlich genug. 

VI. Der eigentliche Charakter der Regulationsvorgänge 
des Bact. anthracis. 

Der Depressionszustand von Protozoen beruht nach den 
Entdeckungen R. Hertwigs auf einer solchen Störung der 
Kernplasmarelation, infolge welcher die Kernsubstanz riesige 
Dimensionen erlangt und in ein grofses quantitatives Miß- 
verhältnis zur Zellkörpersubstanz gerät. 

Das von Strafsburger geahnte, von Gerassimov und 
Heidenhain zum erstenmale richtig erfafste und von R. Hert- 
wig präzis formulierte und detailliert ausgearbeitete Gesetz der 
Kernplasmarelation ist für sehr viele Organismen in einer Weise 
begründet worden, welche dasselbe zu einem anerkannten allge- 
meinen biologischen Grundprinzip erhoben hat. 

Nachdem dieses Gesetz bereits vielfach zur Erklärung ver- 
schiedener physiologischer Vorgänge und besonders so manchen 
embryogenetischen Geschehens herangezogen worden ist, so er- 
scheint es mir notwendig, in Konsequenz meiner Beobachtungen 
und Versuche über das Milzbrandbakterium darauf hinzuweisen, 
dafs dieses Gesetz Ausnahmen zuzulassen scheint, welche ge- 
eignet sind, das Prinzip desselben näher zu definieren. 

Sollte das Gesetz der Keruplasmarelation allgemeine Geltung 
besitzen, so dürfte es keine Organismen geben, die nur aus 
Kernsubstanzen bestehen. 
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Welche Momente sprechen nun dafür, dafs das Milzbrand- 
bakterium blofs aus solchen Substanzen gebildet ist? 

Aus ineinen Arbeiten ergeben sich die folgenden Momente: 

Die von mir in den Bakterien beobachteten Strukturen sind 
mit denen von Korscheit bei Raupenkernen beschriebenen 
kongruent; die Mannigfaltigkeit dieser Strukturell konnte ich 
durch Feststellung ihrer Waudelbarkeit bei Beobachtung unter 
Benutzung der intravitalen Färbung erklären. 

Die Färbbarkeit der Bakterien entspricht derjenigen der 
Gewebszellkerne; beide sind amphophil basophile Objekte. Ein 
Unterschied gibt sich darin kund, dafs die Basophilie der Bak- 
terien etwas niedriger ist als diejenige der Zellkerne; noch 
tiefer steht die Basophilie der Bunge sehen, am tiefsten die der 
Krompecherschen Körperchen. Diese Gebilde verhalten sich 
somit nicht wie Bakterienkerne, sondern eher wie Nukleolen, 
d. h. Teile der Kernsubstanz. 

Durch chemische Analyse gelang es mir, in dem Milzbrand- 
bakterium bis 70°/ 0 Nuklein nachzuweisen; bei dieser Analyse 
geht jedoch eine grofse Menge Nuklein verloren, so dafs die 
erzielte Zahl keine entscheidende Bedeutung zu beanspruchen 
vermag. 

Durch mikrochemische Untersuchung habe ich in Erfahrung 
gebracht, dafs sich die vegetativen Stäbchen des Bact. anthracis 
bei der künstlichen Magensaftverdauung überhaupt nicht ver- 
ändern, woraus geschlossen werden mufs, dafs sie durchgehends 
aus Kernsubstanz bestehen. Auch die Bun gesehen und 
Krompecherschen Körper bleiben erhalten, so dafs sie nicht 
für Bakterienkerne erklärt werden können. In chromatino- 
lvtischen Stoffen lösen sich auch die Milzbrandbakterien ent- 
weder ganz oder wenigstens der Inhalt derselben auf. 

Dafs auch die Sporen nicht als Bakterienkerne gelten 
können, habe ich bereits oben dargetan. 

Nunmehr erscheint es am Platze, sich daran zu erinnern, 
was ich über den Depressionszustand des Milzbrandbakteriums 
früher angegeben habe. 
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Sind die an jener Stelle gezogenen Schlüsse richtig — und 
ich bin überzeugt davon, dafs sie richtig sind, — denn 

1. erklären sie am besten meine neuen Beobachtungen, 

2. bringen sie zahlreiche, sonst gegensätzliche, ältere Be- 
obachtungen mit denselben und auch untereinander in 
Ubereinstimmung, 

3. bringen sie die Bakterien bezüglich der allgemeinen bio- 
logischen Gesetze in Einklang mit den Protozoen — 

sind also jene Schlußfolgerungen richtig, so ergeben sich aus 
denselben sehr interessante und wichtige Konsequenzen bezüg- 
lich des allgemein biologischen Charakters des Milzbrand- 
bakteriums. 

Diejenigen, welche der Annahme huldigen, dafs die kleinen 
färbbaren , in deu Bakterien enthaltenen Körnchen Kerne 
darstellen, vermögen die leicht zu beobachtende Tatsache, dafs 
diese Körnchen gleichgrofs bleiben, möge der Bakterienkörper 
noch so sehr wachsen, absolut nicht zu erklären. Man kann 
sehr lange Bazillen, beinahe schon Scheinfäden, finden, welche 
1 — 2 solche Körnchen enthalten, geradeso wie 8 — 10 mal kleinere 
Stäbchen, wobei sie auch genau dieselbe Gröfse wie in den letz- 
teren besitzen. 

Dieses Verhalten widerspricht vollkommen dem Gesetze der 
Kernplasmarelation, das für alle einzelligen Organismen Gel- 
tung hat. 

Wie meine Beobachtungen über die Entwicklung des Milz- 
brandbakteriums auf den Glyzerinagar zeigen, so darf man aus 
diesem Widerspruche nicht etwa folgern, dafs die der Kern- 
plasmarelation der Protozoen analoge Sporenkörperrelation für 
die Bakterien keine Geltung habe. 

Im Gegenteile ergeben sich aus meinen Beobachtungen die 
folgenden Konsequenzen : 

Vor allem ist es klar, dafs die autogene Entwicklung nicht 
bei allen Organismen zu einer solchen Störung führen mufs, bei 
welcher die Kerusubstanz auf Rechnung des Cytoplasmas an- 
wüchse. Bei dem Bact. anthracis sehen wir im Gegenteile unter 
solchen Bedingungen freilich auch eine Kernsubstanz exzessiv 
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anwachsen, jedoch ist dies keine Chromatin-, sondern eine Achro- 
matin-. Lininsubstanz, während die (Chroraatin) Körpersubstanz 
in das Minoritätsverhältuis gerät. Auf Grund mikrochemischer 
Untersuchungen kann mit Sicherheit behauptet werden, dafs die 
Regulationen des Milzbrandbakteriums niemals den Rahmen der 
Kernsubstanzen überschreiten. Und dies ist natürlich, sofern 
man zugibt, dafs das Milzbrandbakterium allein nur aus Kern- 
substanzeu besteht. Wenn ein Cytoplasma in demselben zugegen 
wäre, müf8te dessen Gegenwart bei den besprochenen Regula- 
tionsvorgängen offenbar werden. Das ist nicht der Fall, weil 
kein Cytoplasma da ist. Das Studium der angedeuteten 
Regulations Vorgänge führt somit zu demselben Re- 
sultate, zu welchem mich auch die histologischen und 
mikrochemischen Studien hingelei.tet haben, dafs 
nämlich das Milzbrandbakterium einem nackten 
Kerne entspreche. 

Schliefslich gestatte ich mir die Anzeige zu machen, dafs 
ich in nächster Zeit über gewisse Regulationsvorgänge bei Kokken 
Bericht erstatten werde. 
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Von 

Prof. Dr. Gustav Kabrhel, 
II. Teil. 

Im ersten Teile meiner Studien über den Filtrationseffekt 
der Grundwässer 1 ) habe ich dargetan, dafs die auf Grand der 
Arbeiten von Fraenkel gebildeten und allgemein angenom- 
menen Ansichten Über die Mikrobenflora des Bodens dem wirk- 
lichen Tatbestande nicht in allen Teilen entsprechen. 

Ich konnte nämlich mit Hilfe einer speziell zu diesem Zwecke 
ausgearbeiteten Methode konstatieren, dafs in einem Terrain, dessen 
ideale hygienische Reinlichkeit über allen Zweifel erhaben ist, 
sowohl die über dem Grundwasser in einer Tiefe, in welcher sie 
nach der herrschenden Meinung steril erscheinen sollten, lagernden, 
als auch die von dem Grundwasser durchflossenen Bodenschichten 
eine reichliche Bakterienflora aufwiesen. 

Durch weitere Versuche habe ich die interessante, wenn 
auch paradox erscheinende Tatsache festgestellt, dafs nicht sterile 
und von einer reichen Bakterienflora bewohnte wasserführende 
Schichten, unter Benutzung der Fraenkelschen (oder Neißer- 
schen) 2 ) Methode der Wasserentnahme, trotzdem steriles Wasser 

1 Arch. f. Hygiene, LVIII. 

2) An dieser Stelle möchte ich eine im I. Teile dieser Studien (Archiv 
f. Hyg., 58, S. 869) enthaltene Stelle berichtigen. Wie mich H. N ei Tb er 
aufmerksam gemacht hat, so wurde die Dampfdesinfektion des Röhrenbrunnens 
nicht, wie ich daselbst angegeben habe, von C. Krankel, sondern von 
N ei fs er selbst in Vorschlag gebracht. 
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zu liefern vermögen, ein Umstand, welcher eben als ein Haupt- 
beweis der Sterilität der wasserführenden Schichten angesehen 
wurde. 

Durch weitere Versuche, welche ergeben haben, dafs aus 
wasserführenden Schichten, welche eine reiche Bakterienflora 
beherbergen, in dem Falle, dafs weder die Bohröffnung, noch 
der in dieselben versenkte Röhrenbrunnen, noch die Schöpf- 
maschine einer Sterilisation unterworfen werden, ein Wasser 
erhalten werden kann, dessen Keimgehalt sich in nahe au die Steri- 
lität streifenden Grenzen bewegt, habe ich meine und Fraenkels 
Versuche trennende Differenzen überbrücken können. 

Die zitierten Befunde, welche die Aunahme von der Sterilität 
der wasserführenden Schichten negieren, können freilich nicht ohne 
Einflufs auf die Theorie der jetzigen Trinkwasserbeurteilung 
bleiben. 

Hat ja doch die Voraussetzung der Sterilität der wasser- 
führenden Schichten einen Hauptpfeiler des Aufbaues derselben 
gebildet. Von jener Voraussetzung ausgehend, gelangte Hueppe 
zu dem Schlüsse, dafs man, um volle Bürgschaft für die erste 
und hauptsächlichste Anforderung an die Trinkwässer zu er- 
halten, am besten tun werde, das zur Wasserversorgung benutzte 
Trinkwasser den sterilen wasserführenden Schichten zu entnehmen. 

Gibt es aber keine sterilen wasserführenden Schichtet), so 
kann offenbar diese Basis nicht mehr zum Ausgangspunkte der 
Beurteilung genommen werden. 

Die Bürgschaft, dafs das Grund- oder Quellwasser vor 
pathogenen Keimen möglichst gesichert werde, wird man sich 
wohl auf einem anderen Wege verschaffen müssen. 

Soll dies in rationeller Weise geschehen, so kann es in keiner 
andi reu Weise stattfinden, als dafs man den wirklichen Filtrations- 
eilekt als Grundlage benutzt. 

Wie ich boreits im ersten Teile 1 ) dieser Arbeit des Näheren 
ausgeführt habe, kann in jedem gegebenen Falle das Zurück- 



l. a. u. 0. 



Von Prof. Dr. Gustav Kabrhel. 



297 



halten der Mikroben im Boden auf die Wirkung zweier Grund- 
komponenten, nämlich 

a) der vertikalen und b) der horizontalen Filtration zurück- 
geführt werden. 

Wenn also beispielsweise im Punkte a der nebenstehenden 
Abbildung die Bodenschichten mit irgendwelchen pathogenen 
Mikroben (Typhus, Cholera) etwa aus Düngerhaufen oder ähn- 
lichen unreinen Orten in Berührung kämen, so wird das Auf- 
treten oder Nichtauftreten derselben im Grundwasser einesteils 
von dem Effekte der vertikalen 



Filtration durch die die Basis 
der betreffenden Stelle von dem 
Grundwasserniveau trennenden 
Bodenschichten, andernteils von 
dem Effekte der horizontalen, 
auf der Strecke zwischen a und 
b zur Geltung kommenden Fil- 




tration abhängen. 

Wie ich ferner im ersten Teile der zitierten Arbeit dargelegt 
habe, kann man den im gegebenen Falle unter Einwirkung be- 
stimmter Bedingungen (welche besonders die Eigenschaften des 
Bodens und die im gegebenen Moment in Betracht kommende 
Filtrationsgeschwindigkeit betreffen) in Erscheinung tretenden 
Filtrationseffekt in ähnlicher Weise wie bei der Sandfiltration 
durch den Zahlenwert E: 1 ausdrücken, welcher uns besagt, dafs 
von der auf der Stelle a befindlichen Mikrobenmenge E nur ein 
einziger bis b gelangt. Je grölser der Wert von E ist, desto 
vollkommener ist gegebenenfalls auch der Filtration.seffekt, desto 
geschützter ist die Stelle b vor dem Eindringen pathogener Mikro- 
ben. Erreicht er einen Wert EA=&, so ist der Schutz der 
Stelle b vor dem Eindringen pathogener Mikroben an der Stelle a 
absolut, d. h. die Bodenschichten besitzen auf den Strecken aa 
und ab eine Filtrierfahigkeit, welche, wenn auch auf die Stelle a 
noch soviele pathogene Keime kommen, keinem einzigen von 
ihnen den Zutritt zur Stelle b gewährt. 
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Die bislang in der Theorie der Trinkwasserbeurteilung geltende 
Formulierung, welche die Anforderung stellte, dafs das als Trink- 
wasser zu benutzende Grund- oder Quellwasser sterilen wasser- 
führenden Schichten entstamme, begründete die Prophylaxe auf 
die Relation E \ 1 = <x. 

Die Sterilität der wasserführenden Schichten, deren Voraus- 
setzung sich bei der praktischen Lösung der Wasserversorgungs- 
fragen Anerkennung verschafft hat, sollte den Beweis bilden, dafs 

Doch die Voraussetzung der Sterilität der wasserführenden 
Schichten des Bodens ist, wie ich oben klargestellt habe, nur 
eine Fiktion. 

Obschou es nun also keine sterilen wasserführenden Schichten 
gibt, so geht daraus noch keineswegs hervor, dafs E:\ nicht» 
gleich sein könnte. 1 ) 

Freilich müfste aber der Beweis, dafs die Summe der verti- 
kalen und horizontalen Filtrierkomponenten tatsächlich dem 
Werte co : 1 gleicht, erst tatsächlich geliefert, nicht jedoch nur 
vorausgesetzt werden, wie dies bislang auf Grund der unzu- 
reichenden Kenntnis der Verbreitung der Mikroben im Boden 
der Fall war. 

Ich habe jedoch bereits in der Einleitung zu diesen Studien 2 ) 
darauf hingewiesen, dafs es weder notwendig noch zweckmäfsig 
ist, zum Zwecke des Schutzes der Menschen vor Infektionen die 
Anforderungen bezüglich des Filtrationseffektes der Grund- und 
Quellwässer so zu stellen, dafs E:\ — <x> ist, sondern dafs man 
denselben Zweck erreicht, wenn man nur die Anforderung stellt, 



1) Zum besseren Verständnis dieser Relation kann auf die ältere An- 
nicht bezüglich der Sandfiltration hingewiesen werden, nach welcher der 
Kiltrationseffekt für einen absoluten gehalten wurde. Es wurde behauptet, 
dnfs in der Filtrierhaut alle in dem auf das Filter gebrachten Wasser ent- 
haltenen Keime zurückgehalten werden; in den unterhalb des Filtrierhaut- 
cbens befindlichen Sandschichten — hat man gemeint — werden die dort 
reichlich angesiedelten Mikroben hinabgerissen und fortgetragen. 

•2 a :i O., S. 357 
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dafs der Filtrationseffekt der Grund- und Quellwässer zumindest 
dem bei einer gut geleiteten Sandfiltration zustande gebrachten 
wirklichen Effekte gleichkomme. 

Würden wir also den letzteren mit e bezeichnen, so wäre in 
allen Fällen, in welchen man beweisen könnte, dafs E>e um 
den Schutz des Menschen genügend gesorgt sein. 

Es handelt sich nunmehr darum, die Kriterien zu eruieren, 
vermittelst welcher man den Wert des Filtrationseffektes der 
Bodenschichten soweit als notwendig bemossen könnte. 

Zu diesem Zwecke erscheint es vorteilhaft, vor allem den 
einfachen Fall einer näheren Betrachtung zu unterziehen, bei 
welchem man von der Voraussetzung ausginge, dafs bereits in 
unbedeutender Tiefe unter der Oberfläche die für das Gedeihen 
der Mikroben nötigen Bedingungen aufhören. 

Es ist klar, dafs unter solchen Bedingungen ein Mikrobe nur 
dann von der Oberfläche in die tieferen Bodenschichten einzu- 
dringen vermöchte, wenn er von einem durch den Boden durch- 
sickernden Flüssigkeitsstrom so rasch dahingetragen und so lauge 
nicht zurückgehalten wäre, bevor ihn die suppouierten schädlichen 
Einflüsse vernichtet haben. 

Daraus geht hervor, dafs bei Geltung der oben gemachten 
Voraussetzung das Auftreten eines Mikroben in den tieferen 
Bodenschichten eigentlich hauptsächlich von mechanischen Fak- 
toren abhängen wird (d. h. von der Filtriergeschwindigkeit und 
der Zusammensetzung des Bodenfilters). 

Des weiteren ergibt sich daraus, dafs bei diesem Sachver- 
halte der Wert des Filtrationseffektes in einer bestimmten Boden- 
strecke mit Hilfe von zweien an je einem Endpunkte derselben 
angestellten Versuchen bestimmt werden könnte. 

Durch Vergleichung der Mikrobenzahl in den Anfangs- und 
Endpunkten der Filtrationsgrundkomponenten, d. h. der vertikalen 
und horizontalen Filtration, könnte man zu dem Zahlenwerte des 
Filtrationseffektes golangeu. 

ArcWv für Hygiene, bd LXIV. 20 
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Würden wir die beigefügte Zeichnung benutzen, welche die 
Filtrationskomponenten darstellt und die Bezeichnungen einführen: 

M für die Mikorbenanzahl auf der Stelle n 
m » > i » > «, 

u > » » > > > b 

E für den Gesamtfiltrationseffekt 

e x » » Filtrationseffekt der vertikalen Komponente 
ft, » » > > horizontalen i 

so würde sein c> 

m 
m 

e» = — 

. _ 3/ m 

und K r, a, — • 

m m 

Die Voraussetzung, dafs das Auftreten der Mikroben wesentlich 
von mechanischen Faktoren (der Art des durch die Bodenschichten 
sickernden Flüssigkeitastroms und der Struktur des Bodenfilters) 
abhängt, ist jedoch, wie ich zeigen werde, nicht richtig, so dafs 

M in 

sieb in der Gleichung E = MJ • —gewisse Änderungen als nötig 
ergeben werden. 

Um sie zu vollführen, müssen wir vor allem die Erscheinungen 
diskutieren, welche zum Beweise der Unzulänglichkeit der mecha- 
nischen Erklärung der fraglichen Beziehungen angeführt werden 
können. 

Diesbezüglich sind vor allem die im ersten Teile dieser 
Studie dargelegten Befunde anzuführen, nach welchen einesteils 
die Mikrobenmenge mit dem Eindringen in die Tiefe sprung- 
weise Schwankungen aufweist, andernteils aber in derselben Tiefe 
sehr verschieden ist. 

Zur leichteren Orientierung füge ich hier die Resultate eines 
solchen Versuches bei: 
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Dutum 



11. Juni 
1902 



Tiefe der Ent- 
nahme der 
Bodenprobe 


Keimzahl 
iD 1 ecm 


Keimzahl 
In d.l r< in 


Oberfläche 


661 720 


65 172 


0,3 m 


2« 040 


24 ;»4 


1,2 . 


10 360 


1036 


M » 


3X0 


38 


1,8 » 


1 180 


118 


3,5 . 


281 880 


28 168 


3,5 » 


2100 


210 


4,0 . 


30 520 


3 062 


4,0 » 


»220 


922 


4,1 . 


720 


72 


5,1 . 


3 200 


329 



Desgleichen können durch die mechanische Erklärung die 
jenigen Befunde nicht in Übereinstimmung gebracht werden 
aus welchen hervorgeht, dafs von einer gewissen Tiefe angefangen, 
die Mikrobenzahl nicht mehr abnimmt, wie der nachstehende 
Versuch zeigt. 



8. April 
1902 



Tiefe der Ent- 
nahme der 

Bodenprobe 


Keimzahl 
in 1 ooni 


Keim/ahl 
In ii, 1 eem 


Oberfläche 


5154 480 


56 448 


0,5 m 




8200 


*20 


1,0 » 




300 


a 30 




..) 


140 


b) 14 


2,0 > 


•> 


40 


a) 4 




* 


80 


b) X 


3,0 > 




100 


10 


4,3 . 


a) 


100 


a) 10 


(nui dem He- 

»IaIii rlnm 


b) 


80 


b) s 


<;ninilwn«serM 







Die mechanische Erklärung des Eindringens der Mikroben in 
die tiefefen Bodenschichten führt unausweichlich zu der Kon- 
sequenz, dafs die tieferen Schichten an einem Orte mit bestimmter 
physikalischer Struktur und bestimmten Eigenschaften der Flüssig- 
keitsbewegung mikrobenärmer sein müssen, ein Umstand, der 

20* 



Digitized by Google 



302 



Studien über den Filtrationseffekt der Grundwasser. 



jedoch, wie die angeführten Versuche lehren, in Wirklichkeit 
nicht zutrifft. 

Da die mechanische Erklärung nicht genügt, erscheint es 
daher notwendig, eine andere Erklärung hierfür zu suchen. Die- 
selbe ergibt sich, wenn man die biologischen Faktoren in 
Rechnung zieht. 

Die Grundlage dazu bildet der im ersten Teile dieser Studie 
gelieferte Beweis, dafs auch die tieferen Schichten des Bodens 
zahlreichen Mikrobenarten die für sie notwendigen Eruährungs- 
und Verraehrungsbedingungen bieten. 

Es leuchtet ein, dafs man auf dieser Grundlage ungezwungen 
sowohl die jähen Sprünge der Mikrobenzahl in den die Baum- 
wurzeln umgebenden Bodeninseln, als auch die Tatsache, dafs 
die Mikrobenverbreitung von der Tiefe von 2 m an in zahl- 
reichen Fällen in den tiefergelegeneu Schichten keine weiteren 
wesentlichen Veränderungen bietet. 

Tritt nun der Fall ein, dafs auf irgendwelche Weise in die 
tieferen Bodenschichten ein zu jener Mikrobenart gehöriges Indi- 
viduum eindringt, welches die Fähigkeit besitzt, sich unter den 
in den tieferen Bodenschichten gegebenen Bedingungen zu ver- 
mehren, so kann sich natürlich dasselbe auch ziemlich stark 
verbreiten. 

Das gegenseitige Verhältnis der mechanischen und biologischen 
Faktoren könnte etwa in der nachfolgenden Weise präzisiert 
werden : 

Den mechanischen Faktoren, welche das Hinabgelangen eines 
bestimmten Mikroben durch den (vertikalen oder horizontalen 
Wasserstrom auf einen bestimmten Ort innerhalb der Boden- 
schichten bewirken, kommt die Bedeutung der ursprünglichen 
primären Wirkung zu, an welche sich weiterhin die sekundäre 
Wirkung der biologischen Faktoren anschliefst, deren Charakter 
es bestimmt, ob jener Mikrobe zur weiteren Verbreitung gelangt 
oder nicht. 

Berücksichtigen wir nun die Wirkungen der biologischen 
Faktoren, so gilt die oben zitierte Gleichuug nicht mehr in der 
Form 
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,, Mm 

E .---= e x e 2 — — • — . 

m ii 

M m 

in welcher e x — m und % — — die Grund komponenten der Fil- 
tration bezeichnen, sondern in der Form 

E> M ", weil 
m u 

e, > und e. > — , d. h. wenn wir durch 
tn ii 

einen bakteriologischen Versuch, die Mikrobenzahl des Bodens 

M 

mit M, m und m feststellen, so ist der durch den Bruch — 

»n 

repräsentierte Wert kleiner als der Filtrationseffekt der vertikalen 

IN 

Komponente und die durch den Bruch erhaltene Zahl ist 

kleiner als der Filtrationseffekt der horizontalen Komponente. 

Nachdem wir uns die vorzitierten Relationen entwickelt haben, 
können wir nunmehr an die Lösung eines Spezialfalles schreiten. 

Zu diesem Zwecke wenden wir unsere Aufmerksamkeit zu- 
nächst denjenigen Beobachtungen zu, welche sich auf die ver- 
tikale Komponente beziehen und zwar unter Bedingungen, in 
welchen die Filtriergeschwindigkeit ausschließlich als das Resultat 
der Regenniederschläge erscheint, wie dies z. B. in Feldern, 
Wäldern u. a. der Fall ist. Unter solchen Bedingungen ist, 
wie im ersten Teile dieser Studie dargelegt wurde, die Filtrier- 
geschwindigkeit sehr klein und beträgt bei mittleren Niederschlägen 
und mittlerer Durchlässigkeit des Bodens nicht mehr als 1,3— 2,0 m 
pro Jahr. 

In Anbetracht dieses Charakters der Filtriergeschwindigkeit 
habe ich einen bakteriologischen Bodenversuch in einem sandigen 
Terrain (Diluvialsand) von grofser Durchlässigkeit, an einer völlig 
vegetationslosen Stelle (am Hofe eines Bauerngehöftes) angestellt. 

Die Gründe, welche die Wahl einer vegetationslosen Stelle 
bestimmt haben, sind die folgenden gewesen. Wie ich oben 
dargetan habe, erschwert die Wirksamkeit der biologischen 
Faktoren die Erkenntnis des Filtrationseffektes. Eben mit Rück- 
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sieht auf die biologischen Faktoren mufste in den oben ent- 
wickelten Relationen das Zeichen » « gegen das Zeichen »>c 
ausgetauscht werden. Es ist also klar, dafs wir uns dem Wert 
des Filtrationseffektes um so mehr nähern werden, je besser 
uns die Ausscheidung irgendeines Teiles der biologischen Fak- 
toren gelingen wird. Da jedoch die Pflanzenwurzeln einen jener 
die Verbreitung der Mikroben im Boden unterstützenden biologi- 
schen Faktoren bilden, so erschien es auch zweckmäfsig, zu dem 
Versuche eine völlig vegetationsfreie Stelle zu wählen. 

Das Resultat jenes Versuches ist in der nachstehenden 
Tabelle verzeichnet: 



Datum 


Tiefe der Ent- 
nahm» der 

Bodenprobe 


Keimzahl 
in 1 ctm 


KeimMhl 

in 0,1 rem 


24. Mai 
1906 


Oberflache 
0,5 in 
1,5 , 

: 


3 470 760 

22 680 
240 


347 076 
2 268 
24 



Legen wir die durch diesen Versuch gewonnenen Zahlen 
der Berechnung des Filtriereffektes zugrunde, so ist 

der Filtrationseffekt in 1,5 m Tiefe > — ^ — ^= 14161:1, 

d. h. von 347076 Mikroben, welche den Grad der Verunreinigung 
der Bodenoberfläche des Bodens bezeichnen, kann in die Tiefe 
von 1,5 m nur eine Zahl gelangen, die kleiner ist als 24 oder 
von 14461 weniger als 1. 

Bei Voraussetzung derselben Bodenzusammensetzung erschien 
der Filtrationseffekt in 3 m Tiefe gröfser als 14461 X 14461:1, 
d. h. 209120521 : 1. 

Aus dem Angeführten ergibt sich, dafs bereits die in solcher 
Weise vorgenommene Berechnung, welche nicht den wirklichen 
Wert des Filtrationseffektes, sondern nur die minimale Grenze, 
unter die derselbe nicht herabsinken kann, angibt, zu dem Schlüsse 
führt, dafs der Filtrationseffekt bereits in 3 m Tiefe in einem 
stark durchlässigen Terrain unter den in der Natur herrschenden 
Verhältnissen, in welchen die vertikale Filtriergeschwindigkeit 
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nur durch die Regen niederschlage reguliert wird, absolut sein 
mute, d. h. dafs von der Oberflache nahezu kein einziger Mikrobe 
in die Tiefe von 3 m eindringt. 

Um wieviel der Filtrationseffekt in 1,5 m Tiefe unter den 
in dem oben angeführten Versuche gegebenen Bedingungen den 
Wert 14461 : 1 übersteigt und ob er etwa daselbst nicht schon die 
absolute Höhe oo : 1 erreicht, kann freilich in der angedeuteten Weise 
nicht ermittelt werden. Nichtsdestoweniger ergibt sich bereits 
aus dem Angeführten, dafs der Filtrationseffekt in 1,5 m Tiefe 
unter den Bedingungen des zugrunde gelegten Versuches weit 
gröfser sein mufs als der bei gut geleiteter Sandfiltration erzielte 
Filtrationseffekt. 

Denn im Sinne der vom Verfasser im Jahre 1892 l ) über 
die Wirksamkeit der Sandfilter ausgeführten Versuche mufs der 
wirkliche Filtrationseffekt der Sandfilter im Stadium ihrer voll- 
kommenen Wirksamkeit mit 7000 : 1 bewertet werden. 

Bereits aus den eben zitierten Beobachtungen geht hervor, 
dafs der von einer 1 ,5 m dicken Bodendecke unter den natür- 
lichen, nur von den Regeuniederschlägenbeeiuflufsten Geschwindig- 
keitsverhältnissen der Filtration gebotene Schutz bereite einen 
hohen Grad erlangt, so dafs man schlielsen kann, dafs der in 
dieser Tiefe zur Geltung kommende Filtrationseffekt gröfser ist, 
als selbst bei einer gut geleiteten Sandfiltration der Fall ist, 
deren Leistungsfähigkeit, wie die Altonaer Erfahrungen zeigen, 
Bürgschaft für den Schutz gegen die durch das Wasser auf den 
Menschen übertragbaren Krankheiten leistet. 

Es können jedoch Belege herbeibracht werden, welche be- 
zeugen, dafs in sandigem, also sehr durchlässigem Terrain unter 

1) Experim. Studien über die Sandfiltration (Arch. f. Hyg., XXII). Mit 
Hinblick anf die neuerdings von Hilgermann (dies. Archiv, LIX) publi- 
»ierte Arbeit halt es der Verf. für zweckmäßig, zu bemerken, dafs in den 
Versuchen, auf welchen die Bestimmung des wirklichen Filtrntionseffektes 
mit dem zitierten Werte beruht, Bac. prodigiosus keine Verwendung gefunden 
hat. Da sonst die Methode präzis war, so glaubt der Verf. dafür halten zu 
können, dafs die obzitiert« Zahl tatsächlich dem approximativ richtigen 
Filtrationseffekt im Stadium der vollkommenen Wirksamkeit der Sand 
Alter entspreche. 
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natürlichen Geschwindigkeitsverhältnissen der Filtration die 
Bodenschichten bereits in 1,0 — 2,0 m Tiefe vor der Invasion jeuer 
Mikroben, welche durch den Einflute der verschiedensten Faktoren 
in die oberflächlichen Bodenschichten gelangen und daselbst haften 
bleiben, geschützt sein können, so dafs in einem solchen Falle 
der Filtrationseffekt bereits in dieser Tiefe mit aller Wahrschein- 
lichkeit, also absolut, d. h. oo : 1 angesehen werden kann. 

Dies bezeugen einzelne jener Versuche, welche von dem 
Verfasser in feldigem zu Agrikulturzwecken dienendem Terrain 
unternommen werden ; diese Feldflächen werden in regelmäfsigen 
Intervallen gedüngt, geackert, geeggt und besäet, wobei reichlich 
Gelegenheit geboten wird, dafs die oberflächlichen Bodenschichten 
teils mit neu hinzugelangenden Mikroben, teils mit organischen 
Nährstoffen bereichert werden. 

Die nachstehenden zwei Versuche fallen besonders in die 
Wagschale : 

Versuch Nr. 7. 



Dutum 


Tiefe der Entnahme 
der Bodenprobe 

aufeerhatti des im Bereiche de» 
Grundwasser* Griii>dwa»H«>rs 


KelmiAhl 
in 

\ rem 


Keimi*hl 

in 

0,1 com 


8. April 


Oberfläche 




664 480 


56448 


1902 


0,5 m 






8 200 


820 




1,0 » 




a) 


800 


30 








b) 


140 


1* 




2,0 » 




a) 


40 


4 








b) 


80 


8 




3,0 , 






100 


10 






4,3 ni 


a) 


100 


10 






; 


b) 


80 


8 



Versuch Nr. 10. 



14 Sept. 
1902 



Oberfläche 
0,6 m 
1,0 i 



l,6f> 



2,20 m 



760 000 


76 000 


22 120 


2 212 


a) 80 


8 


b) 120 


12 


a) 120 


12 


b) 140 


14 


200 


20 
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Betrachtet man das Verhalten der Mikroben im Versuch Nr. 7, 
so bemerkt man, dafs die Abnahme der Mikrobenzahl bis in 2 m 
Tiefe reicht und weiterhin sich nicht mehr äudert. Im Versuche 
Nr. 9 hört die Abnahme bereits in der Tiefe von Im auf ; in 
tieferen Lagen ist keine wesentliche Änderung mehr festzustellen. 

Es liegt somit der Schlufs nahe, dafs unter den hier gegebenen 
Boden- und Filtriergesehwindigkeitsverhältnissen in der Tiefe von 
1 — 2 m an die Verbreitung der Mikroben von den Mikroben der 
Oberfläche unabhängig ist, woraus wieder geschlossen werden 
kann, dafs eine 1 —2 m dicke Schicht unter den angegebenen 
Verhältnissen imstande war. den darunter liegenden Boden- 
schichten einen sicheren Schutz zu bieten. Auch der Umstand, dafs 
in den betreffenden Bodenschichten hauptsächlich der B. terrestris 
alb. vertreten war, spricht für die oben angeführte Schlufsfolgerung. 

Der Grund eines solch vollkommenen Schutzes, den je nach 
den Umständen durchlässige Schichten in 1 — 2 m Tiefe bieten 
können, ist teils in mechanischen, teils in biologischen Momenten 
zu suchen. In ersterer Beziehung fällt besonders das diskontinuier- 
liche Vordringen der Regenniederschläge in die Tiefe, dessen 
Richtung sich je nach den Umständen ändern kann, und die aufser- 
ordentlich geringe Filtriergeschwindigkeit in die Wagschale 1 ) 
In biologischer Hinsicht spielt die Besetzung der Oberflächen 
schichten durch die daselbst dauernd angesiedelten Mikroben, 
mit welchen die neu hinzugelangenden Mikroben um ihre Existenz 
kämpfen müssen, sodann die Eigenschaften des Bodens, die Wärme 
und die Bodenluft eine grofse Rolle. 

Es wird vielleicht zweckmäfsig sein, wenn ich noch bemerke, 
dafs an Orten, an welchen es sich um ein kontinuierliches Ein- 
dringen von Flüssigkeiten in durchlässige Sandschichten handeln 
würde, ganz andere Verhältnisse auftreten, unter welchen den 
in jenen Flüssigkeiten enthaltenen Mikroben der Weg in die 
tieferen Bodenschichten geöffnet wird. 

Derartige Verhältnisse treffen wir insbesondere bei dem Durch- 
sickern des Inhaltes undichter Kanäle, Latrinen etc. 

1) Siebe den ernten Teil dieser Studie. 

20" 
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Bei tonigen Böden, in welchen die Beimengung von Ton- 
bestandteilen eine gröfsere Dichtigkeit und Undurchlässigkeit, 
d. h. eine gröfsere Filtrationskraft bedingt, kann bereits a priori 
geschlossen werden, dafs der Schutz der tiefereu Schichten gegen- 
über den Mikroben der Oberfläche noch wirksamer sein wird, 
als es in rein sandigem Boden der Fall ist. 

Als experimenteller Beweis sei der Befund an den die Basis 
eines Düngerhaufens am Hofe eines Bauerngehöftes bildenden 
Schichten mitgeteilt. 

Um die Zeit des Versuches (Ende Mai) war der Dünger- 
haufen hoch mit Dünger gefüllt. Es mufste derselbe also, um 
die nötige Fläche zu gewinnen, abgetragen werden, worauf erst 
an die Herstellung der zur Entnahme der Proben notwendigen 
Grube geschritten werden konnte. 

Die auf der Stelle der Grube befindlichen Bodenschichten 
besafsen nachstehende Eigenschaften. 

Die Basis des Düngerhaufens wurde von einer einige Zenti- 
meter dicken Schicht fetten Tones gebildet, welcher sich beim 
Kneten als plastisch, also lettenhaltig erwies. Sie zeigte inten- 
siven Mistjauchengeruch. Unter dieser dünnen Dicke fetten 
Tones befand sich von tonigen Bestandteilen freier Diluvialsand, 
was die unangenehme Folge hatte, dafs die Grubenwände einige 
Male abgerutscht sind. 

Das Resultat dieses Versuches war aufserordentlich über- 
raschend, nahezu unerwartet. Die betreffenden bakteriologischen 
Daten findet man in der folgenden Tabelle: 




Tiefe iler Knt- 



schichte 
0,5 m 



•21 840 2 184 

400 40 

360 36 
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Dieser Versuch zeigt sofnit, dafs an dieser Stelle, die seit 
Jahren zur Ablagerung des Düngers benutzt worden war, deren 
Basis von einer lettenartigen, blofs einige Zentimeter dicken 
Schicht gebildet war, in der Tiefe von 1,0 und 1,5 m eine bereits 
verhältuismäfsig geringe Mikrobenzahl vorhanden war. 

Es kann somit geschlossen werden, dafs tonige (lettigei 
Schichten eine so grofse Schutzkraft besitzen, dafs sich selbst 
unter einer so unreinen Stelle, wie es ein Düngerhaufen ist, 
dessen Basis von Jauche bespült wurde, in geringer Tiefe Schichten 
befinden, welche keine Spur jener Verunreinigung mehr zu er- 
kennen geben. 

Ich schreite nun zur Behandlung des Filtrationseffektes der 
horizontalen Komponente. 

Um diese Frage näher zu beleuchten, wurde ein Versuch 
entnommen, dessen Stelle in einem Abstände von 50 m von dem 
nächsten Hause des Dorfes L., welches in dem das dieser Studie 
als Operationsfeld dienenden Versuchsterrain lag. Diese Stelle 
wurde der Art gewählt, dafs sie in der Richtung des Verlaufes 
des von der Ortschaft L. zur Versuchsstelle fliefsenden Grund- 
wassers lag. Die Bewegungsgeschwindigkeit der letzteren war 
im Durchschnitte in diesem Versuchsterrain 1,13 m pro Tag. 1 ) 
Der Boden, auf dem die Ortschaft L. liegt, ist rein sandig, durch- 
lässig, frei von Tonbestandteilen. Es handelt sich abermals um 
Sandanschwemmungen diluvialen Ursprunges. Das Niveau des 
Grundwassers ist im Bereiche des genannten Dorfes verhältnis- 
mäfsig wenig von der Oberfläche entfernt, im Durchschnitte 
kaum 2 m, stellenweise selbst weniger als 1 m. 

Unter solchen Verhältnissen konnte bereits a priori erwartet 
werden, dafs der flüssige Inhalt der unreinen Stellen, als Dünger- 
haufen, Aborte und Ställe, in das Grundwasser durchsickern mufs. 
Die in dieser Beziehung ausgeführten Untersuchungen ergaben 
auch einen direkten Beweis für diese Vermutung. 



1) Anf Grand der von Baurat Ing. Thiem, Leipiig, ausgeführten hydro- 
logischen Untersuchungen. 
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So fand sich z. B. in einem Tiauernhofe ein Brunnen vor, 
welcher nach den Angaben der Bewohner nur zur Tränke des 
Hausviehes diente. Derselbe war, jedenfalls um das Wasser nicht 
von weit her holen zu müssen, in der Nähe des Stalles angelegt 
worden und befand sich zugleich in der Nähe von Orten, aus 
welchen der flüssige Inhalt in die Bodenschichten eindrang. 
Das Wasser dieses Brunnens wies bereits bei blofser Besichtigung 
untrügliche Spuren der verhängnisvollen Nachbarschaft auf. Die 
Anwohner des Gehöftes waren sich dieses Umstandes bewufst 
und benutzten für den eigenen Gebrauch einen anderen bedeutend 
entfernten und in dem anliegenden Garten errichteten Brunnen. 

Das Resultat der an der 50 m von der Ortschaft entfernten 
Stelle augestellten Versuche ist in der nachstehenden Tabelle 
zusammengestellt: 



Tlele «ler Entnahme 
der Hodenprobe 

Datum 1 1 

außerhalb des im Borelche Oes 
Grundwasser» (inindwasw-rw 


Keimxahl 
In 
1 rem 


Keimzahl 

in 

0,1 cem 




! 

Oberfläche 


1215 200 


121 520 




0,5 m 


68240 


6 824 




1,4 > 


180 


18 






1) 60 


6 




2,46 m 


b) 40 


4 

1 



Soll die Bedeutung dieses Versuchsresultates im richtigen 
Lichte erscheinen, mufs dasselbe mit Resultaten von anderen Nach- 
barstellen desselben Versuchsterrains verglichen werden, welche bei 
sonst gleicher Zusammensetzung der Bodenschichten von den 
Ortschaften, welche es überhaupt beeinflussen könnten, mehrere 
Kilometer weit entfernt waren. 

Die diesbezüglichen Ergebnisse bringt die folgende Tabelle : 
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Tivfe <Iit Kntnnhtnt- 
der li<i<lon|>rtib«5 

aiiCM<r}inl>> ■ !<'* im Hrnk-lif de» 
<irund w uvmts < irundw u-sers 


Kr 
1 


imulil 

hi 

ei tn 


Kcitiizith: 

in 

o.i rein 


Oberfläche 


564 480 


f»6 448 


0,5 m 




8200 


820 


1,0 . 




320 


32 




l») 


140 


14 


2,0 , 


a) 


40 


4 




b) 


80 


8 


3,0 > 




100 


10 


4,3 m 


a) 


100 


10 


i 


h) 


80 


8 


Oberfläche 


760 000 


76 000 


0,5 tu 




22 120 


2 212 


1,0 » 


a) 


80 


8 




b; 


120 


12 


1,65 » 


a) 


120 


12 




b) 


140 


14 


d,J II» 




200 


aU 


Oberfläche 


807 520 


80 762 


1,0 m 




5 l>40 


504 


! 1.5 ■ 




1 120 


112 


3,1 m 


a> 


260 


1>8 




b) 


300 


40 


I 




1 
1 





8. April 
1902 

Im Feld 



19. April 

1902 

Im Walde, 
die iiüobütc 
Ortsrhntt. 
die einen 
ElnflufH 
hatte aun- 

üben 
können, ist 
etwa 4 km 
entfernt. 



Vergleicht man nun die Mikrobenzahl der wasserführenden 
Schichte an der von L. 50 in entfernten Stelle mit derjenigen an 
anderen Orten, bei welchen abnormale verunreinigende Einflüsse, 
besonders von Ortschaften, auf Grund der grofsen Entfernung 
nicht in Betracht kommen, s<> gelangt man zu der Schlufsfolge- 
rung, dafs sich die erstere Stelle, obwohl der Grund wasserstrom 
von der Ortschaft L. zu derselben verläuft, bereits aulserhalb des 
Bereiches der verunreinigenden Einflüsse, welche in der Ortschaft 
L. selbst zur Geltung kommen, befindet. 



312 Studien ü. d. Filtrationeeffekt d. Grundwasser. Von Prof. Dr. G. Kabrhel. 

Zu derselben Schlufsfolgerung führt auch die Betrachtung 
der Bakterienflora der wasserführenden Schichte, welche am Orte 
des oben angeführten Versuches gerade so wie an anderen Stellen 
des betreffenden Geländes durch das Vorkommen des Bac. terrestris 
alb. gekennzeichnet war. 

Hieraus ergibt sich, dafs unter den gegebenen Verhältnissen 
die Strecke von 50 m schon hingereicht hat, um in bakteriolo 
gischem Sinne jene schädlichen Einflüsse, welchen das durch den 
Bereich der Ortschaft L. fliefsende Grundwasser ausgesetzt ist, 
wettzumachen. 

In dem nächstfolgenden Teile beabsichtige ich, auf Grund- 
lage des Filtrationseffektes einige Fragen zur Diskussion zu 
bringen, deren allgemeine Analyse für die praktische Durch- 
führung von Wasserversorgungsanlagen von prinzipieller Wichtig- 
keit ist. 
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AsKlMenten des Institute? Assluenton der Internen Klinik von Jaksch. 

(Aus dem Hygienischen Institut der deutschon Universität in Prag." 
Vorstand: Prof. F. Hueppe.) 

Einleitung. 

Die Versuche, welche zum Studium der Serumaktivität an- 
gestellt wurden, umfassen, allerdings mit mehrfachen, kurzen 
Unterbrechungen, einen Zeitraum von über zwei Jahren. Ihr 
Zweck war, über das Wesen der Serumwirkung auf Bakterien 
zu bestimmten, einfachen Vorstellungen zu gelangen und diese 
dann für ein programmäßiges Studium des Infektionsproblems 
zu verwerten. 

Bekanntlich — es ist nicht nötig, die jedermann vertraute 
Literatur im Detail zu besprechen — unterliegt die Wert- 
schätzung der Säftewirkung des Körpers für die Infektion einer 
sehr verschiedenen Beurteilung. Während die einen, Met- 
schnikoff an der Spitze, die Bedeutung der Säfte gegenüber 
der der Zellen recht gering veranschlagen , vertritt vor allern 
Pfeiffer den Standpunkt, dafs durch die Aktivität der Körper- 
flüssigkeiten der Verlauf und der Ausgang oder das Versagen 
der Infektion allein erklärt werden könne, während die Zell- 
tätigkeit dagegen sehr in den Hintergrund trete. Bis in die 
neuere Zeit haben sich namentlich, in Deutschland, viele Forscher 

ArehlY fftr Hrfl'if H l LXIV. 81 
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der Ansicht Pfeiffers ungeschlossen, namentlich seit durch 
Ehrlichs grofsartige theoretische Untersuchungen ein förmliches, 
wenn auch oft kompliziertes System der Serumwirkungen ge- 
schaffen war. Es finden sich aber sowohl bei Ehrlich, als 
bei einem der hervorragendsten und erfolgreichsten Vertreter 
seiner Lehre, bei A. Wassermann, genug Anhaltspunkte dafür, 
dafs diese Forscher bei starker Betonung der Säftewirkung doch 
auch die Besonderheit der Leukozyten für die Infektion nicht 
vernachlässigen wollen, mindestens, soweit ein genetischer Zu- 
sammenhang zwischen Blut und Zellen in Betracht kommt. 

Es mufs den Verfassern gestattet sein, den Standpunkt, den 
sie selbst in dieser wichtigen Frage einnehmen und der die 
mitzuteilenden Untersuchungen geleitet hat, zu charakterisieren. 
Er besteht in der unbedingten Ablehnung der Lehre Pfeiffers, 
dafs man durch die blofse Wirkung der Körperflüssigkeiten den 
Verlauf einer Infektion erklären und weiterhin das Wesen der 
Immunität verständlich machen könne. Von den drei Wir- 
kungen, welche das normale oder durch Immuinsation veränderte 
Blut auf Bakterien und Bakteriensubstanz auszuüben vermag, 
der agglutinierenden, bakteriziden und präzipitierenden, hat nur 
die mittlere für Infektion und Infektionsabwehr eine unmittel- 
bar verständliche Bedeutung und ist auch mit Sicherheit allein 
im Tierkörper untor besonderen Bedingungen zu beobachten. 
Tatsachlich wird auch nur die Bakterizidie oder Bakteriolyse 
der Körpersäfte als für das Tier bedeutungsvoll angenommen, 
wahrend über den Wert der doch mindestens ebenso auffälligen 
Agglutination und Präzipitation niemand etwas zu sagen weifs, 
so vielfach auch diese Phänomene diagnostisch benutzt worden 
sind; ja beide erscheinen sogar auf den ersten Blick als zweck- 
widrig: die Präzipitation schon an sich, mindestens sobald sie 
im Gefäfssystem sowie im Reagenzglase stattfinden würde, die 
Agglutination für die nachfolgende Bakteriolyse, welche nach 
den bekannten Watteversuchen Buchners nur dann ordentlich 
stattfindet, wenn Bakterien einzeln dem Seruni zugänglich sind. 
Sieht man aber so imponierende Reagenzglasphänomene im lebenden 
Tiere ausbleiben, so frägt man von vornherein, ob denu nicht 
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auch die Bakteriolyse im Tiere eiu anderes Aussehen als im 
Glase annehmen könne. Der typische Pfeiffersche Versuch 
zeigt nun freilich den Verlauf der Bakterienvernichtung sinn- 
fällig genug, und es ist nicht zu zweifeln, dafs das Ausbleiben 
der intraperitonealen Cholerainfektion von Meerschweinchen auf 
die Keimvernichtung durch die Körpersäfte, mindestens beim 
Immunitätsversuche zurückgeführt werden inufs. Aber es läfst 
sich leicht zeigen, dafs eine Bakteriolyse solcher Art nur in den 
Körperhöhlen und vielleicht innerhalb der grofsen Gcfäfse, sonst 
aber nirgends im Körper möglich ist und auch da in vollendeter 
Weise nur bei wenigen Bakterien, insbesondere den Vibrionen. 1 ) 
Schon der Typhusbazillus verhält sich etwas anders; denn selbst 
in der Meerschweinchenbauchhöhle erfolgt seine »Auflösungt 
oft so verzögert, dafs man sich nur sehr schwer entschliefsen 
kann, das schliefsliche Überleben der Versuchstiere nur auf 
normale oder gesteigerte Bakteriolyse zu beziehen. Nicht minder 
wichtig ist die Feststellung Metschnikof fs, dafs Meerschwein- 
chen, und zwar durch Leukozytenwirkung ( 'holerainfektion über- 
stehen können, obwohl keine sichtbare Bakteriolyse eintritt. 
Dieser Metschnikof f sehe Versuch, dessen Ausführung bei rich- 
tiger Technik in allen möglichen Variationen gelingt, hat neuer- 
lich durch Weil und Axamit 2 ) eine sehr wesentliche Erwei- 
terung gefunden. Trotz Kinspritzung hochwertigen Immunserums 
konnten Weil und Axamit unter Verwendung der gegen- 
wärtig vielstudierten sog. komplementbindenden Systeme jede 
Möglichkeit der Säftebakterizidie ausschliefsen und dennoch die 
Tiere am Leben erhalten, wenn sie nur für die Anwesenheit 
von Leukozyten in der Bauchhöhle sorgten. Daraus folgt sofort, 
dafs neben der Bakteriolyse noch ein anderes Moment die Ab- 
wehr der Infektion vermitteln kann, und dafs dieses Moment, 
welches unzweifelhaft mit den Leukozyten des Tieres in enger 
Beziehung steht, die übergeordnete Bedeutung hat. Der umge- 
kehrte Beweis dafür, dafs die Bakteriolyse allein nicht die Krank- 
heit unmöglich macht, ist ebenfalls geführt worden, indem durch 

1) Vielleicht auch nur beim Meerecliweinchen. 

2) Berliner kliniache Wochenschrift 1906, Nr. 52. 

21» 
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Vergiftung oder Anwendung von Choleraaggressin Leukozyten 
ferngehalten wurden, während die Bakteriolyse zwar ablief, aber 
den Tod der Tiere nicht verhinderte. 

Das alles sind Tatsachen, welche gegen die ausschlaggebende 
Bedeutung der Säftebakterizidie auf deren klassischem Gebiete, 
dem der Choleraimmunität, sprechen. Auf andere Bedenken 
stöfst man augenblicklich, sobald man mit Bakteriolyse andere 
Immunitätserscheinungen erklären will. Für den Typhus z. B. 
kommt, aufser der oben bereits erwähnten Langsamkeit seiner 
Auflösung noch in Betracht, dafs er im Tierkörper sehr schnell 
eine hochgradige Widerstandskraft gegen jede Serumaktivität 
erlangt, so dafs schliefslich die beste Säftebakterizidie nichts 
mehr nutzen kann. Eine ganze Anzahl von Immunitäten, aktive 
wie passive, sind bekannt, bei denen von Bakteriolyse weder im 
Tiere noch im Reagenzglase etwas zu sehen ist, so die Immuni- 
tät gegen Pest, Milzbrand, Hühnercholera, Schweinerotlauf. Tritt 
aber einmal bei hochgradiger Vorbehandlung von Tieren eine 
gewisse Bakteriolyse im Serum auf, so läfst sich leicht zeigen, 
dafs diese die Immunität unmöglich bedingen kann, wie Weil 1 ) 
bei Hühnercholera bewiesen hat. Der neue Ausdruck: anti- 
infektiöse Immunität, den man für diese Formen aufgebracht 
hat, und bei dem man sich nach Belieben viel oder wenig 
denken kann, kennzeichnet die Verlegenheit, sie in einem Im- 
munitätsschema unterzubringen, das nur für antitoxische und 
bakteriolytische Immunität Platz hat. 

Am deutlichsten zeigt sich das Unvermögen der Humoral- 
aktivität, für das Infektionsproblem etwas zu leisten bei der 
natürlichen Immunität gegen die verschiedensten Bakterien. Es 
wäre eine leichte Aufgabe, Bakterien aufzuzählen, die jeder 
bakteriolytischen Serumwirkuug eines Tieres, z. B. des Meer- 
schweinchens, unzugänglich sind, und die gar nicht infizieren 
oder nur mittels eingreifender künstlicher Mittel zum Wachstum 
gebracht werden können. Ebenso sind genug Fälle bekannt, 
wo bei hochgradiger Serumbakteriolyse im Reagenzglase die 

1) Diese* Archiv Bd. 61, S. 293. 
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gröfste Empfindlichkeit gegen Infektion besteht. Auch eine Zer- 
legung der ursprünglich als einheitlich angenommenen Alexine 
des Blutes in die Komponenten, Immunkörper und Komplement 
hat wenig genutzt, denn auch das Vorhandensein von isolierten 
Immunkörpern steht z. B. bei Milzbrand oder Proteus 1 ) in keinem 
Zusammenhange mit Widerstandskraft oder Empfänglichkeit der 
betreffenden Tierart. 

Nun hat man zwar durch neuere Versuche mit komplement- 
bindenden Systemen verschiedene Mikroorganismen zum Wachs- 
tum im Tierkörper und damit zu einer Infektion bringen können, 
und da auf diese Weise erfahruugsgemäfs auch die Blutbakteri- 
zidie unwirksam gemacht wird, so liegt der Schlufs nahe, dals 
dieses Moment gleichzeitig das infektionsbegünstigende sei. Im 
hiesigen Institut sind ziemlich ausgedehnte Versuche über diesen 
Gegenstand angestellt worden, welche diese Annahme aber als 
sehr zweifelhaft erscheinen lassen. Zunächst wirken die ver- 
schiedenen, für diesen Zweck angewendeten komplementbinden- 
den Systeme auch infektionsbegünstigend auf Mikroorganismen, 
denen gegenüber eine Saftebakteriolyse der Versuchstiere 
(meist Meerschweinchen) gar nicht besteht, wie dies bei Hühner- 
cholera, Heubazillus und auch Milzbrand der Fall ist. Wichtiger 
ist noch die Erscheinung, dafs die Infektionsbeförderung durch- 
aus nicht bei allen Bakterien gelingen will; hierher gehört 
namentlich der Schweinerotlauf und der Pseudodiphtheriebazillus, 
bei welchen auch Injektion kolossaler Bakterienmengen (Satz 
von 30ccm einer hochvirulenten Taubenkultur des Rotlaufbazillus) 
die natürliche Immunität der Meerschweinchen nicht zu brechen 
vermag. Einiges Licht auf das Wesen der Infektionsermög- 
lichung werfen Versuche von Weil 2 ) mit Bacillus subtilis. 
»Komplementbindende« Stoffe von schwacher Wirkung (z. B. 
Präzipitate, die aber die Choleraiufektion schon sehr wesentlich 
erleichtern) leisteten nichts, bessere Resultate ergab die Kom- 
bination von Menschenserun) und dem zugehörigen Präcipiten, 
die weitaus besten aber eine Mischung von Choleravibrionen- 

1) Pettereson, Zentralblatt für Bakteriologie. Bd. 31», Nr. 4. 

2) Zentralblatt für Bakteriologie. Bd. 44, Nr. 2. 
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extrakt und Choleraimmunserum. Diese Reihenfolge ist dieselbe, 
in welcher auch eine andere Eigentümlichkeit der »komplement- 
bindenden Systeme t hervortritt, nämlich Verzögerung des Leuko- 
zytenzutrittes und im Zusammenhange damit ausgesprochene Ver- 
giftung; überdies haben sie wahrscheinlich einen eigentümlichen 
Einflute auf den Zustand der Bazillen selbst. Es ist hier nicht 
der Ort, diese interessanten Ergebnisse näher zu besprechen, 
aber das eine geht aus ihnen hervor, dafs die etwaige Ausschal- 
tung bakterizider Kräfte, welche solche Mittel bewirken, den 
allergeringsten Wert für die Infektionsbeförderung hat. 

Alle angeführten Gründe rechtfertigen die Ablehnung der 
von Pfeiffer vertretenen Lehre, dafs die Säftebakteriolyse, von 
besonderen Fällen abgesehen, einen ausschlaggebenden Einflufs 
auf das Zustandekommen und den Verlauf einer Infektion habe, 
geschweige denn, dafs sie die natürliche oder künstliche Im- 
munität erklären könne. 

Trotzdem wäre es aber durchaus verkehrt, den Körpersäften 
jede Bedeutung absprechen zu wollen. Für jede Infektion kann 
man sich den infizierten Makroorganismus zusammengesetzt 
denken aus Säften und Zellen, welch letztere wieder in zwei 
Gruppen zerfallen. In die erste gehören jene hoch, aber ein- 
seitig ausgebildeten Zellen, welche dementsprechend auf Reize 
wesentlich nur mit einer Steigerung ihrer spezifischen Funktion 
antworten können, wie Nerven oder Muskeln, und welche daher 
für den Infektionsverlauf mehr passiv als aktiv in Betracht 
kommen. Ihnen gegenüber stehen als Hauptvertreter der zweiten 
Zellgruppe die Leukozyten, welche sich in vieler Hinsicht eine 
gewisse Selbständigkeit bewahrt haben, und von denen man 
daher eine besondere Leistung auf den besonderen Reiz der In- 
fektion hin am ehesten erwarten kann. 

Körpersäfte und Körperzellen nach Art der Leukozyten sind 
e.s also, von denen vornehmlich eine Einflufsnahme auf Eintritt 
und Verlauf einer bakteriellen Infektion vorauszusehen ist, und 
in der Tat treffen infizierende Bakterien auf diese beiden Ele- 
mente des Organismus unter allen Umständen. Sie müssen' 
daher möglichst genau bekannt sein und studiert werden, ehe 
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man zu einem Verständnisse des komplizierten Infektionsproblems 
gelangen kann. Die Säfte bieten, wie ja die ganze Geschichte 
der Forschung lehrt, die leichteste Möglichkeit des Studiums, 
und ihre Wichtigkeit für systematische Untersuchung geht aus 
einer einfachen Überlegung klar hervor. Versucht man näm- 
lich, zur Vereinfachung der Sachlage, sich eines der oben er- 
wähnten, für die Infektion bedeutungsvollen Körperelemeute aus 
dem Organismus wegzudenken, um zu sehen, was nach dessen 
Ausschaltung etwa geschehen könnte, so gelingt das am leich- 
testen bei den Leukozyten. Das mag wohl seinen Grund in 
der geringen Kenntnis haben, die man gegenwärtig von der Be- 
deutung dieser Zellen besitzt, jedenfalls aber kann man sich 
ohne Mühe einen Organismus vorstellen, der nur aus Säften und 
spezialisierten Zellformen, wie Drüsen, Muskeln, Nerven usf. be- 
steht.- Hingegen läfst sich kein Organismus denken, der nur 
selbständige und spezifisch ausgebildete Zellen hätte; die Körper- 
flüssigkeit läfst sich nicht ausschalten, höchstens durch eine 
andere Flüssigkeit ersetzt denken. Es besteht aber aller Grund 
zu der Annahme, dafs die Körpersäfte — von ihrer sonstigen 
physiologischen Wichtigkeit abgesehen — weit mehr sind als 
blofs das Medium für die unabhängigen Zellen. Es spricht sehr 
vieles dafür, dafs eine innige Wechselbeziehung zwischen beiden 
besteht, und dafs die Erkenntnis dieser eine Förderung des In- 
fektious- und Innnunitfttsproblems bringen wird. Dies hier ein- 
gehend zu besprechen, würde zu weit führen und soll au anderer 
Stelle geschehen. Aber das ist sicher, dafs man die Einflüsse, 
welche die Körperflüssigkeiten auf die Zellen haben und um- 
gekehrt, nicht richtig studieren kann, ehe man sich nicht über 
die Wirkungsweise jedes einzelnen Körperelementes bestimmte Vor- 
stellungen gebildet hat und diese begründen kann. Das für die 
Körpersäfte und deren vornehmste Repräsentanten , das Blut- 
serum zu tun, war der Zweck dieser Arbeit. 

Dieselbe mufste sich naturgemäfs Beschränkungen von vorn- 
herein auferlegen. Kein Serum einer Tierart ist dem einer 
anderen gleich, und man findet bei eingehender Beschäftigung 
mit dem Gegenstande sehr bald, dafs man diesen Satz noch er- 
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weitem kann, da auch die Sera zweier Individuen derselben 
Tierart stets Verschiedenheiten aufweisen. Zu den Versuchen 
mufste dalier das günstigste Serum gewählt und dieses aus- 
schliefst!) untersucht werden, und das beste war jenes, welches 
den stärksten Einfluls auf Bakterien ausübte. Als solches wurde 
das Rinderserum erkannt, wobei nur die Wirkung auf Bakterien 
dem eigentlichen Zwecke entsprechend in Betracht kam; nur 
gelegentlich wurde auch eine solche auf Blutkörperchen unter- 
sucht und wurden andere Sera (Kaninchen- und Meerschweinchen- 
sera) verwendet. Da es sich nur darum handeln konnte, die 
Möglichkeit und Art der Serumwirkung im allgemeinen zu unter- 
suchen, so wurde als Prüfungsobjekt der. der Serumwirkung am 
leichtesten zugängliche Mikroorganismus, der Cholera vibrio, ge- 
wählt. 

Von den drei Wirkungen, welche ein Serum auf Bakterien 
und Bakteriensubstanz ausübt, der agglutinierenden, bakteriziden 
und präzipitierenden, wurden namentlich die letzteren beiden 
untersucht, die Untersuchung der ersteren zwar begonnen, aber 
wegen des grofsen Umfanges, den die dann kaum mehr zu über- 
sehende Arbeit angenommen hätte, nicht zu Ende geführt, was 
erst später geschehen soll. Für Bakteriolyse und Präzipitation 
aber kam es hauptsächlich darauf an, festzustellen, ob wirklich 
eine Nötigung vorliege , besondere, voneinander unabhängige 
Stoffe Bakteriolysine und Präzipitine anzunehmen, oder ob sich 
die Serumwirkung nicht notwendig und einheitlich aus der Be- 
schaffenheit und Zusammensetzung des Serums erklären lasse. 
Eine Übertragung der im Reagenzglase erhaltenen Resultate auf 
die Verhältnisse des Tierkörpers war weder beabsichtigt, noch 
wurde sie mit einer Ausnahme, die Wirkung der Präzipitate be- 
treffend, versucht. 

In Betracht kommen für jede Seite der Serumwirkung die 
Reaktion selbst, deren Verlauf und die äufseren Bedingungen 
derselben (Temperatur etc.), ferner die reagierenden Substanzen, 
also Bakterien und Bakteriensubstanz auf der einen, das Serum 
mit seinen analysierbaren Komponenten auf der anderen Seite. 
Schliefslich wurde noch das Reaktionsprodukt, das am einfachsten 
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in der Form des Präzipitates zu erhalten ist, etwas näher unter- 
sucht. Die ohnedies sehr ausgedehnte Arbeit durch Besprechung 
der reichen Literatur des Gegenstandes zu vennehren, wurde 
unterlassen, da sich die Darstellung der Versuche zunächst nur 
an jene Fachgenossen wenden kann, denen das schwierige Thema 
ohnedies vertraut genug ist. 

Die Agglutination durch normales Rinderserum. 

Wie bereits oben bemerkt wurde, bildete die agglutinierende 
Wirkung des Rinderserums vorläufig nur einen minder wichtigen 
Punkt dieser Studien; doch sollen die in mehrfacher Hinsicht 
interessanten Ergebnisse hier kurz wiedergegeben werden, nament- 
lich soweit die Analogie mit den übrigen Aufserungen der Serum- 
aktivität hervortritt. Eingehendere Studien über dieses Thema 
wurden von Herrn Dr. Braun im hiesigen Institut angestellt 
und werden später unter genauerem Eingehen auf die grofse 
Literatur, das hier erübrigt, veröffentlicht werden. 

Die Art des Reaktionsverlaufes ist dieselbe wie die bei Ver- 
wendung eines Immunserums zu beobachtende. Binnen kurzer 
Zeit bei 37", noch schneller bei höherer Temperatur (Weil) bis 
55°, tritt zuerst ein eigentümliches Wogen der Bakterientrübung 
auf, die sich erst zu kleineren, dann zu groben Flocken zu- 
sammenballt, um schliefslich unter Klärung des Serums zu Boden 
zu sinken, wobei hier viel stärker als in Immunserumverdün- 
nungen auffällt, wie grofs das Volumen des Satzes im Vergleich 
zu der ursprünglichen Menge der aufgeschwemmten Bakterien 
ist. Die Volumvermehrung kann sowohl durch Quellung der 
Vibrionen selbst oder ihrer Teile ((»ruber, Dineur u. a.) be- 
dingt sein, wie durch Zusammensetzung der agglutinierten Masse 
aus den Bakterienleibern und aus der Flüssigkeit mitgerissenen 
Stoffen (Theorie von Pallauf, Kraus, Löwit u. a.) oder durch 
beide Momente gleichzeitig. 

Die agglutinierende Kraft einer Flüssigkeit kann man auf 
zweierlei Weise zu bestimmen versuchen. Die meist angewendete 
Methode besteht darin, auf eine bestimmte Menge Vibrionen fallende 
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Serummengen zuzusetzen: je gröfser die agglutinierende Serum- 
Wirkung ist, desto geringere Mengen Serum sind notwendig, um 
die Vibrionen vollständig oder eben noch zur Haufenbildung zu 
bringen. Mit dieser Methode gemessen, ist die Agglutinations- 
kraft normalen Rinderserums nicht eben hoch; selten sind Sera, 
die bei der Verdünnung 1 : 100, noch seltener solche, welche in 
noch geringerer Konzentration agglutinieren, meist wird bei einer 
Verdünnung 1 : 50 oder auch schon 1 : 20 der Effekt gering 
oder erlischt. 

Eine andere Methode besteht darin, zu bestimmen, wieviel 
Bakterien man einer gleichbleibenden Serummenge zusetzen 
kann, um noch vollständige oder teilweise Zusammenballung zu 
erzielen. Die Methode wird wenig angewendet und mit Recht, 
weil einerseits sehr grofse Kulturmengen verwendet werden 
müssen, anderseits, weil die Beobachtung von Flockenbildung 
in sehr trüben Flüssigkeiten schwierig ist und leicht unsicher 
werden kann. Das Rinderseruin ist unverdünnt imstande, sehr 
grofse Vibriouenmengeu zu bewältigen. 

Einige Beispiele seien angerührt. Für die ernte Methode der Aggluti- 
nationsprüfung wurde eine Aufschwemmung von Vihrionenagarkulturen in 
physiologischer Na Cl Lösung benutzt, die in 1 cem l / tt , ' |0 od. dgl. 
Kultur enthalt. Bei Ausführung der zweiten Methode wurde z. B. eine 
Kultur in 1 cem Kerum aufgeschwemmt, davon ein bestimmter Teil, 
z. B. 0,1 cem zu 0,9 cem reinen Serums zugesetzt, so dafs jetzt ' Kultur 
auf 1 cem Serum einwirkte. Selbstverständlich ist dabei raschestes Arbeiten 
mit gekühltem Serum notwendig. 

I. Je 1 cem Serum 

+ '/,. 'A V, 1 IV, 2 Kultur 

-f - + r : + + 4- 4-4-4- -ff 0 nach 1 8td.bei87* 

+ + + + + + + + + + + + + + + + » 4 . .37« 

II. Je 0,5 cem Serum 

+ 7,o V !>4 '/., '/, 7, 1 1'/. Kultur 

+ 4-+ - -f • -4 4--+ • -f- 0 nach 3 Std. bei 37 °. 

Schon bei diesen, nur zur Orientierung dienenden Versuchen 
fällt ein übrigens schon bekannter Umstand auf. Wenn eine 
bestimmte Serummenge, z. B. eine Agarkultur, noch vollständig 
agglutiniert, so ist der Bazillensatz bei Zusatz von 2 Kulturen 
nicht so stark, dafs er einer Kultur entsprechen würde, sondern 



Digitized by Google 



Von Prof. Dr. Oskar Bail n. Privatdozent Dr. Edmund Hoke. 323 



viel geringer. Eine Messung ist auf diesem Wege natürlich nicht 
möglich. 

Von Interesse ist es, die Aufhebung der agglutinierenden 
Serumwirkung durch verschiedene Mittel zu studieren. Das 
erste hierher gehörige ist die sog. Inaktivierung durch höhere 
Temperatur. 

Die Agglutination der Immunsera ist bekanntlich ziemlich 
hitzeresistent und selbst eine einstündige Erwärmung des Typhus- 
oder Choleraserums auf 70—75° genügt nicht in allen Fällen 
zur Inaktivierung. Für normale Sera sind die Angaben nicht 
allzureichlich. Land stein er und Reich 1 ) geben für gewisse 
Agglutinationen eine geringere Resistenz der Normalagglutinine 
gegen Erhitzung an. 

Durch eigene Versuche wurde ermittelt, dafs sich für Rinder- 
serum zwar eine ungefähre obere Grenze der Inaktivierungs 
temperatur auffinden läfst, über welche hinaus dasselbe meist 
nicht mehr zu agglutinieren vermag, dafs aber unterhalb derselben 
nur von einer relativen Inaktivierung gesprochen werden kann. 

I. Je " M Kultur 

■f 0,1 0,02 0,01 0,005 0,002 ccm Serum 

4- -f — -f + 4- -j- 0 0 aktiv 

f f 0 0 0 0 V,Std. auf 56 9 erhitzt 

0 0 0 0 2 , . . 62° , 

II. Je Vid Kultur 

4-0,2 0,1 0,05 0,02 0,01 0,005 ccm Serum 

■r i I t--r~ 4- • j- — f-7 0 aktiv 

4- - r 4 M 0 0 0 0 '/t ^td. auf 56° erhitzt 

0 U 0 0 0 it '/, » » 62« » 

III. Je V» 0 Kultur 

4- 1,5 1 0,75 0,5 0,25 0,1 0,05 ccm Serum 

4+4 +++ 4+4- -H-+ -H- r- 444 f 4-4- aktiv 

r 4-4 4-4- 4-? 0 0 0 ",Std. auf 62» erhitzt. 



Daraus folgt sofort, dafs selbst 62° (' noch nicht imstande 
sind, die agglutinierende Serumwirkung zu vernichten, die nach- 
weisbar bleibt, wenn man nur genügend grofse Serummengen 
verwendet. Es scheint im allgemeinen der Satz zu gelten, dafs 
die Agglutination mit steigender Temperatur desto geringer wird. 

1) Zentralblatt für Bakteriologie Bd. 39, Nr. 6. Münchener meduin. 
Wochemichrift li)02, Nr. 46. 
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Das beweist noch nicht, macht aber wahrscheinlich, dafs 
das quantitative Moment für die Hitzeinaktivierung das ent- 
scheidende ist. Es gibt bis 62° C keinen Temperaturgrad, der 
die Agglutination aufheben kann, wohl aber wird sie allmählich 
(mit der Denaturierung des Serums?) zerstört, was natürlich in 
bezug auf den Effekt um so später eintreten mufs, je starker 
die ursprüngliche agglutinierende Kraft war, am spätesten also 
in einem Immunserum. 

Eine andere Methode, die agglutinierende Serumaktivität zu 
beseitigen, besteht in dem Zusätze von Bakterien, welche nach 
Grubers Ausdruck die Agglutinine verbrauchen. 

1. Das Serum A ist ein frische« aktives RinderBerum, die Sera B, C, D 
wurden mit 1 lo0) Vim 1 » Kultur Cholera für je 1 rem 1 Std. bei 37 • belassen 
und das abrentrifugterte Serum verwendet. 



0,2 cem Serum V ,„ '/« 


Ii 


* , Kultur Cholera 


Serum A aktiv . . . --- -j -L4-4. 




+ + 




» A » jStd.&r.» + 


1) 






0.2 cem Serum . . . -f 1 ,., 1 l0 








Serum B -f- + 4- 1- \- -\- 


+ + - 






■ C + + + ~4- + 


4-4-4- 






r> -*-4- + - 1 - 


0 


0. 




II. Dan Serum A ist aktiv, die Sera B, 


C, D sind mit 1 


" 4 , Kultur 


Cholera vorbehandnlt. 








Je ' , 0 Kultur 4-0,1 0,05 0,02 0,01 cem 


Serum 




+ f + + + + + 


0 


A 




+ + + 0 


0 » 


B 




0 o o 


0 » 


» 0 




0 0 0 


0 > 


D. 




III. Serum A ist aktiv, B, C, D mit 


V.o. % 


Kultur 


Cholera vor- 


bebandelt. 








Je •/„ Kultur +0,25 0,1 0,05 


0,02 


0,01 cem S. 


srum 


+ 4-4- I 4- l - + + -*- 


+ + 


0 


» A 


4-4-4- 4-4- o 


0 


0 > 


* B 


-r + + -f? 0 


0 


0 » 


C 


4-? o o 


0 


0 » 


D. 


IV. Serum A ift aktiv, B, C, D mit; •/,, '/ 4 , 


V, Kultur 


Cholera vor- 


behandelt. 








Je ", 0 Kultur 4-0,5 0,25 0.1 


0,05 


0,01 cem Serum 


+ 4-4- + + + 


+ + + 4- » 


> A 


-1.4-4- - 4-4- + 4- 


0 


0 


B 




1» 


0 


C 


+ ;o o 


0 


0 . » 


D. 
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Bezeichnet man den Agglutinationsverbrauch, den das Serum 
durch Bakterienbehandlung erfährt, ebenfalb als Inaktivierung 
desselben, so ist dieselbe ebenso relativ wie die durch Erhit- 
zung erzielte. Eine Erklärung durch quantitative Verbältnisse 
liegt hier besonders nahe, zumal, wenn man besondere aggluti- 
nierende Stoffe annimmt, wie dies meist geschieht. 

Auffällig ist dabei , dafs relativ recht geringe Bakterieu- 
mengen, die weit kleiner sind, als jene, welche noch vollständig 
agglutiniert werden, schon eine sehr hochgradige Schwächung 
des Serums herbeiführen können. So vermag z. B. 0,2 ccm des 
Versuchsbeispiels I noch l j 2 Cholerakultur zu agglutinieren; wird 
aber 1 ccm, also die fünffache Menge Serums, mit l j 2 Kultur be- 
handelt, so vermag 0,2 ccm kaum noch i j i0 Kultur zu beein- 
flussen. Es ist bekannt, dafs man diese Erscheinung, unter der 
Annahme besonderer agglutinierender Stoffe, so erklärt, dafs 
Bakterien mehr Agglutinine binden können, als zu ihrer Zu- 
sammenballung notwendig sind. Sie steht aber offenbar in 
Analogie mit der oben erwähnten Beobachtung, dafs bei Zu- 
satz von übermäfsig vielen Bakterien eine unerwartet geringe 
Haufenbildung erfolgt und weitere Analogien ergeben sich, so- 
bald man eine andere Inaktivierung der Serumagglutination, die 
durch ßakterienextrakte, studiert. Seit den Versuchen von 
Neifser und Shiga 1 ) über freie Bakterienrezeptoren ist be- 
kannt, dafs solche Extrakte den Ablauf der Agglutination hin- 
dernd beeinflussen. Weil 2 ), der diese Wirkung eingehend stu- 
dierte, wies die Unhaltbarkeit der Theorie freier Rezeptoren 
nach unter Bestätigung der von Neifser und Shiga ge- 
machten Beobachtungen. Über die Herstellung der zu den 
eigenen Versuchen benutzten Extrakte folgon weiter unten 
(S. 330 ff.) nähere Angaben. Bei Benutzung von Choleravibrionen 
mufs man zu einer Mischung von aktivem Rinderserum und 
Vibrionen sehr viel Extrakt zusetzen, um Agglutination zu ver- 
hindern. 



1) Deutsche mediiiu. Wochenschrift 1903, Nr. 4. 

2) Diene« Archiv Bd. 53. 
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I. 1 , 0 Kultur -f- 0,02 ccm Serum 

-f-0 0,02 0,1 0,2 0,1 0,6 0,8 1 ccm Choleraextrakt 

+ + + + + + + + +- ++ + 0 0 

II. " I0 Kultur -}- 0,05 ccm Serum 

+ 0 0,05 0,25 0,5 0,75 1 ccm Choleraextrakt. 

+ + + ~t+ + 4-4- +++ ++ + 

Wie immer, verhaltet) sich auch hier nicht zwei Rindersera voll- 
ständig gleich, immer aber ist eine sehr grofse Menge Extraktes 
(mehr als die 10 fache Menge des verwendeten Serums) nötig, um 
eine Agglutinationshehinderung, geschweige denn eine Aufhebung 
derselben herbeizuführen, was mit W ei ls Versuchen bei Cholera 
(Typhusbazillen verhalten sich etwas anders) vollständig überein- 
stimmt. 

Ganz anders wirkt der Extrakt, wenn er dem Serum vor 
den Vibrionen zugesetzt wird. Dabei erfolgt mehr oder weniger 
starke Präzipitation und nach Entfernung des Präzipitaten ist 
ein grofser Teil der agglutinativeu Serumwirkung verloren ge- 
gangen. 

I. Eh werden hergestellt: 



1 4ccm Serum -j- 0,4 ccm Choleraextrakt 
II. 4 i > -j- 1 » » 
III 4 » . + 4 » 
IV. 4 i . +4 . NaCl -Losim* 



Bleiben 2 Std. bei 37 0 (Präzipitation), 
dann Ober Nacht kalt stehen und 
werden dann zentrifugiert. Verwen- 
det wird die 0,1 ccm reinem Serum 
entsprechende Menice von 0,11,0,125 
etc. ccm. 



0,1 ccm Serum -f- '/.,„ '/,„ ' . Cholerakultur 

Serum I. -4-4 + + + ~ 4- + 

» -i-4-4- 4-4 4- 4-? 

, III. 4 4-4- + 0 

. IV. 4-4-+ 44-+ + + + 



II. Es werden hergestellt: 

I. 5 ccm Sorum -f 0,5 ccm Extrakt + 4 6 ccm NaCILosung 
IL 6 • , 4-2.5 , , 4-2,5 . 



III. 5 • 


> + & 


> > 


+ 0 


> 


IV. 5 


4- e 


> > 


4- 5 


1 


'/,<, Kultur 


4 0,4 


0,» 


0,2 


ccm 




r + + 


+ + 


0 


Serum I 




+ 


0 


o 


» II 




0 


0 


0 


» III 




; -r r 


f -t- + 


+++ 


» IV 



1 Std. 37» (Präzipi- 
tation) über Nacht 
kalt gestellt, dann 
zentrifugiert. 



(entsprechend 0,2, 0,15, 
0,1 ccm reinen Serums.) 
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III. Es werden hergestellt: 

I. 1 ccm Serum -I- 0,5 ccm Extrakt 
IL 1 i > i 1 • 

III. 1 » » + 2 » > 

IV. 1 , . +0 . 

•/.„Kultur + 

+ 

+ 
4- 



0,075 
0 
0,1 
0 
0,15 
0 
0,05 

+ + + 



0,15 

0 

0,2 
0 

0,3 
0 

0,1 

+ L + 



Über Nacht Zimmertemperatur (l'raripita 
tion), dann xentrif ugiert Unter den gleichen 
Bedingungen wurde zur Kontrolle das nor- 
male Serum gehalten, das in der Menge 
von 0,02 ccm noch vollständig aggluti- 
nierte. 

0,3 0,75 ccm Serum I 

+ + 

0,4 1 II 

+ +++ 

0,6 1,5 » » III 

0 4-? 

0,2 0,5 » » IV 

" + -{--*- + 



IV. Es werden hergestellt: 

I. 5 ccm Serum 5 ccm Extrakt 
II. 6 > » f 2,5 » 

III. 5 » f 1 » 

IV. 5 . » r Ö » 



V M Kultur + 0,5 0,25 



+ + + 

+ + + 
+ + + 



Über Nacht Zimmertemperatur (PriUipita- 
tion), dann sentrif ugiert. Verwendet werden 
die 0,5, 0,25, 0,1 und 0,05 ccm reinem Serum 
entsprechenden Mengen. 
0,1 0,05 ccm 

-f ]• 0 0 > Serum I 

H — | — h- + 0 » »II 
+ + ++-? ( > » »III 

f4-+ + + - 4- + + > • iv. 

Es tritt in allen Versuchen ohne Ausnahme und sehr deut- 
lich hervor, dafs der Zusatz von Extrakt, der dann das Ent- 
stehen von Präzipitaten veranlagt, eine sehr bedeutende Inakti- 
vierung der agglutinierenden Wirkung des Serums veranlagt, 
die aber ebenfalls nur relativ ist. 

Nach Analogie mit bakteriolytischen Versuchen (Komple- 
mentablenkung) könnte man erwarten, dafs ein Übersehufs in- 
aktivierten, erhitzten Serums die Agglutination des normalen 
Rinderserums verhindert. Diesbezügliche Experimente ergaben, 
dafs ein auf 62° erwärmtes Serum kaum eine merkliche Hemmung 
auszuüben imstande ist. Dagegen tritt Hemmung durch stärker 
erhitztes Serum (66°) sehr auffällig hervor, wie Herr Dr. Braun 
feststellen konnte. Aber schon eine Erhitzung auf 6H° genügte 
in einigen Versuchen zur Agglutinationsverhinderung. 



I. •/,„ Kultur -f 0,1 ccm Serum 



4-0 
+ + + 



0,5 

+ + + 



l 



1,5 

4-4- + 



2 2,6 ccm I desgleichen auf t!3 " «*r- 
4- 4- > j hitstes Serum 
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II. '/„ Kultur -f- 0,06 ccm Serum 
+ 0 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75 1 ccm (desgleichen Mf 63* er- 

+ + + 4-4-4- 4-4-4- 4-4-4- 4 0 0 » f hiuteii Serum. 

Die Präzipitation von Cholerasubstanz durch normales 

Rinderserum. 

Gelegentlich ihrer Versuche über die Beziehungen der ag- 
gressiven Wirkung der Körperflüasigkeiten infizierter Tiere zu 
der etwa in ihnen enthaltenen Bazillensubstanz hatten Bail und 
Weil 1 ) die Beobachtung gemacht, dafs normale, immunkörper- 
reiche (nach der Stärke der Bakterizidie beurteilt) Sera, wie das 
Rinderserum mit konzentrierten Bakterienextrakten Fällungen 
ergeben. Hoke 2 ) hat diesen Gegenstand genauer untersucht 
und bereits darauf aufmerksam gemacht, dafs die Konzentration 
der gelösten Bazillensubstanz das Entscheidende für diese Reaktion 
normaler Sera ist, die kaum spezifisch genannt werden kann. 
Daraus erklärt sich, dafs Kraus, welcher mit Kulturfiltraten 
und schwachen Bakterienextrakten arbeitete, eine Präzipitation 
durch normale Sera, deren Möglichkeit er ausdrücklich erörtert, 
nicht feststellen konnte. Die Präzipitation tierischer oder pflanz- 
licher Ei weifslösungen durch Normalsera kommt hier nicht weiter 
in Betracht. (Kraus, Ascoli, Michaelis, Noguchi, Ober- 
meyer und Pick u. a.) 

Die Präzipitation von Choleraextrakten durch normales Rinder- 
serum unterscheidet sich in ihrem Verlaufe und Aussehen nicht 
von jener, welche spezifisches Immunserum in den gleichen Ex- 
trakten hervorbringt. Je nach dem Mengenverhältnisse der rea- 
gierenden Flüssigkeiten und sonstigen Umstände (Temperatur) 
früher oder später tritt eine Trübung auf, die allmählich an 
Stärke zunimmt, sich erst zu kleinen, dann groben Flocken zu- 
sammenballt und absetzt. Strömungen sind in der Flüssigkeit 
ganz regelmäßig zu beobachten und scheinen beim Übergange 
der Trübung in die Flockenbildung am stärksten aufzutreten. 

1 Zentralbl. f. Bakt. Bd 42, Nr. 1 ff. 
2) Wioner klin. Wochenschr. 1907. 
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Von grofsem Einflufs auf die Schnelligkeit der Präzipitation 
ist die Temperatur. Sie erfolgt zwar schon bei ö — 8° anscheinend 
so vollständig wie nur möglich, aber langsam, schneller bei Zim- 
mertemperatur und 37°, noch schneller bei 45—48°, wo schon 
nach wenigen Minuten Trübung zu beobachten ist. Es liegt also 
auch für diese Reaktion des Serums das Optimum über der mög- 
lichen Temperatur des lebenden Körpers, wie es auch für die 
Agglutination durch Weil und Detro u. Seilei, für Bakterio- 
lyse durch Kikuchi festgestellt worden ist. 

Spezifisch ist die Präzipitation des Rinderserums nicht. In 
Extrakten von Typhusbazillen findet ebenfalls Trübung und Aus- 
flockung statt, ein mit ersterein ausgefälltes Serum hat seine 
präzipitierende Wirkung auf letzteres verloren oder ist doch sehr 
geschwächt. Man kann daher von einer Vielheit normaler Prä- 
zipitine nicht sprechen. Genaue Versuche darüber lagen nicht 
im Plane dieser Arbeit ; wollte man sie anstellen, so müfste man 
zunächst nach einem Mafsstabe suchen, um die Stärke eines 
Typhus mit dem eines Choleraextraktes, d. h. die Konzentration 
der in beiden gelösten Bazillcnsubstanz zu bestimmen. 

Durch sehr verschiedene Momente wird überdies noch die 
Präzipitation beeinHufst; sie betreffen teils die gelöste Bakterien- 
substauz, teils das präzipitierende Serum und werden hier ge- 
sondert besprochen. Die Bakteriensubstanz ist im gelösten Zu- 
stande in: Filtraten von Bouillonkulturen, Extrakten von Bak- 
terienmassen und Exsudaten infizierter Tiere nachzuweisen. Aber 
nur Extrakte eignen sich für das Studium der normalen Rinder- 
serumpräzipitation. Weder ältere noch jüngere Bouillonfiltrate 
(in Übereinstimmung mit Kraus), noch zentrifugierte Peritoneal- 
exsudate von Cholerameerschweinchen ergaben einen positiven 
Reaktionsausfall, ein Beweis für die sehr geringe Konzentration 
der gelösten Vibrionensubstanz, deren Nachweis durch Präzipi- 
tation nur mit Immunserum gelingt. Da, wie später zu zeigen 
sein wird, die Stärke der normalen Präzipitation sehr gut als 
Mafs für die Konzentration gelöster Cholerasubstanz gelten kann, 
so folgt daraus, dafs beim Wachstum von Vibrionen weder im 
Tiere noch in geeigneten Flüssigkeiten viel Substanz in Lösung 

Archiv für Hjrgi«De, Bd. LXiV. ~2 
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geht. Das schliefst natürlich nicht aus, dafs unter besonderen 
Kulturbedingungen nicht eine stärkere Losung eintreten könnte. 

Die Konzentration eines Extraktes hängt ab: 1. von der 
Extraktionsmethode, 2. von der Extraktionsfiüssigkeit, 3. von der 
Menge der extrahierten Vibrionen. Bleiben 2. und 3. gleich, so 
ist im allgemeinen jene Extraktionsmethode die beste, bei wel- 
cher Bakterien in gröfster Zahl zugrundegehen. So liefert Bouillon 
bei gewöhnlichem Wachstum keine fällbaren Lösungen, wohl aber 
im We lern ins ky sehen 1 ) Bewegungsapparate, der nicht nur eine 
bessere Ausnutzung der Nährstoffe durch die Vibrionen gestattet, 
sondern auch deren Zorfall begünstigt, wie ein mikroskopisches 
Präparat unmittelbar lehrt. Beständiges Schütteln durch längere 
Zeit hindurch ist auch das Charakteristikum der Extraktions- 
methoden von Brieger, Bassenge u. Meyer 2 ) und Wasser- 
mann und Citron 3 ), mehr noch als die dabei verwendete Ex- 
traktionsfiüssigkeit, das destillierte Wasser. Erwärmung einer 
grofsen Menge aufgeschwemmter Kulturen über ihr Temperatur- 
optimum hinaus durch 1 — 4 Std. auf 45—60° befördert ebenfalls 
den Vibrionenzerfall und ergibt starke Extrakte. Anscheinend 
viel weniger wichtig ist es, ob man als Extraktionsflüssigkeit 
physiologische Kochsalzlösung oder destilliertes Wasser nimmt, 
so viele Vorteile letzteres auch wegen seines an sich lösenden 
Einflusses zu bieten scheint. Namentlich in der Wärme her- 
gestellte Extrakte sind mit Kochsalzlösung ebenso wirksam wie 
mit destilliertem Wasser. Gerade Hitzeextrakte zeigen deutlich 
die grofsen Veränderungen an, welche mit der Bakterienmasse 
vorgegangen sein müssen; nach Verwendung grofser Bakterien- 
mengen sind solche Flüssigkeiten schleimig, beim Zentrifugiereu 
sieht man, wie die meist rein weifs gewordenen schleimigeu Bak- 
terienreste sich, mehr weniger zusammenhängend, von der klaren, 
meist gelblichen Flüssigkeit trennen. Diese selbst ist dann dünn- 
flüssig geworden. Das mikroskopische Bild der extrahierten Kul- 
turen wechselt natürlich, je nach der Intensität der Extraktion. 

1) Zentralbl. f. Bakt, Bd. 42, N'r. 3 u. 4 

•2) Deutsche med. Wochenschr. 1902. 

3) Deutsche med. Wochenschr. 19U. r >, Nr. 28. 
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Im äuTsersten Falle sieht man unbestimmte, schwach gefärbte 
(Karbolmethylenblau) Massen, anscheinend feinkörnigen Gefüges, 
die hie und da noch erkennbare Vibrionen einschliefsen. Bei 
schwächerer Extraktion ist deren Zahl gröfser. Versuche, die 
schleimig gewordenen Rückstände genauer zu analysieren, haben 
zu keinem deutlichen Resultate geführt. Nach Versuchen Weila 
mit Typhusbazillen gibt eine mehrmalige Extraktion derselben 
Bazillen keine (durch Agglutinations- und Bakteriolysohemmung) 
wirksamen Flüssigkeiten mehr. 

Meist wurden die Extrakte so hergestellt, dafs die Kultur- 
masse von Ko 11 eschen Schalen in f> — 15 erm Wasser oder Koch- 
salzlösung abgespült und dann entweder bei 45-60° C im Wasser- 
bade 1^ Sld. lang erwärmt wurde. Für Srhültelextrakte wurden 
die Aufschwemmungen in vollständig gefüllte GlasHäschchen, die 
einige Porzellankügelchen enthielten, gegeben und 24 Std. heftig 
bewegt. Längeres Schütteln durch 2—3 Tage erhöhte die Aus- 
beute an gelöster Cholerasubstanz nicht merklieb. Da bei dieser 
Operation nicht selten Verluste durch Verunreinigung wahrend der 
verschiedenen Manipulationen eintraten, so wurden vielfach einige 
Tropfen Toluols zugesetzt, ohne dafs dadurch die Extraktion sicht- 
lich beeinträchtigt worden wäre. 

Die Menge der Bakterien im Verhältnis zur Menge der Ex- 
traktionsflüssigkeit ist natürlich von Bedeutung, insofern mit 
fallender Menge ersterer die Extrakte immer ärmer an gelöster 
Vibrionensubstanz werden. Doch hat das seine Grenzen; denn 
nach der Stärke der sichtbaren Präzipitation zu schliefsen, ist 
es bei Verwendung der Kulturmasse einer Kol leschen Schale 
gleichgültig, ob man mit 5 oder mit 20 — 30 cem Wasser oder 
Kochsalzlösung extrahiert. Daraus folgt, dafs ein gewisses Quan- 
tum Flüssigkeit nur eine begrenzte Menge Bakteriensubstanz auf- 
nehmen kann. Dadurch sind natürlich auch der Konzentrations- 
möglichkeit der Extrakte unveränderliche Grenzen für eino Ex- 
traktionsmethode und eine Extraktionsflüssigkeit geboten, die 
nicht weiter überschritten werden können. Das stimmt mit den 
Ermittelungen von Axamit 1 ) überein, welcher durch mehrmalige 

1) Zentral bl. f. Bakt. Bd. 42 Nr. 4 u. 5. 

22» 
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Behandlung von Extrakt mit immer erneuten Vibrioneu keine 
Verstärkung der hämolysehemmenden Wirkung erzielen konnte. 

Von erheblicher Bedeutung war bei diesen Versuchen die 
Feststellung, dafs aktive Sera aufserordentlich schlechte Extraktions- 
mittel für fällbare Bakteriensubstanz sind. Schon vor längerer 
Zeit konnten Bail und Kikuchi 1 ) feststellen, dafs Schweine-, 
Rinder-, Schaf- und Pferdeserum nur sehr schlechte Extrakte für 
Bakteriolvsehemmung gaben. Der Grund dieser Erscheinung 
wurde damals nicht genauer untersucht, doch liefs sich »vermuten, 
dafs der natürlich hohe Immunkörpergehalt dieser Sera das 
Wesentliche ist.« Tatsächlich liefs sich nunmehr durch Präzipi- 
tationsversuche zeigen, dafs bei Behandlung von Choleravibrionen 
mit Rinderserum, selbst bei 60°, nur sehr wenig präzipitable Sub 
stanz gelöst werden kann: nach Zusatz von frischem aktivem 
Rinderserum entsteht fast keine Trübung. 

A. Vergleich des Einflusses der Bakterienmenge bei gleichbleibender 

Extraktionsmethode. 

I Der Extrakt A wird mit 1 Schrägagarkultur in 20 ccm H,0 durch letünd. 
Erhitzen auf 56— 60° hergestellt, der Kxtrakt B in gleicherweise mit der 
Kulturma&se einer ganzen K o 1 1 e aclien Schale. 

Je 1 ccm Extrakt 

+ 1 0,5 0,25 0,1 0,05 ccm Serum 

A leicht trüb leicht trüb 8 0 0 

B Flockung Flockung Flockung trüb Spur. 

Die Trübung im Kxtrakt B war bei 1 — 0,25 ccm Serumzusatz nach 
•/« Std. 37° sehr stark, Klockung trat nach 1 Std. ein und setzte sich rasch 
ab, bei 0,1 trat sie erst nach t std. ein. Nach 24 Std. waren in allen Proben 
an Stärke abnehmende Sätze vorhanden. 

B. Konzentrationsmöglichkeit der Extrakte. 

II. In der Reihe A wurde je eine K o 1 1 e sehe Kulturachale mit 6, 10, 20 ccm 
destillierten Wassers*), in der Reihe B mit physiologischer Kochsahtlösung 
abgespült, die Aufschwemmung 1'/, Std. bei 56» gehalten, dann zentri- 
fugiert 

1) Archiv f. Hygiene Bd. 53 S. 275. 

2} Zusatz von Kochsalz nach dem Zentrifugieren der Waaserextrakte 
wurde wohl vielfach gemacht, ist aber keineswegs notwendig, da das Wasser 
durch die Extraktion genügend salzreich wird. 
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Je 1 ccm Extrakt 

+ 1 0,5 



0,2 0,1 
aktives Rinderserum 



0,05 0,02 CCU) 



A Klocknng Flockung Flockuyg schwächer trüb leicht trüb 
B > > > > ' > » 

Trübung tritt bei jeder Serummenge schon nacb 20' bei 37° auf, nimmt 
in der Probe mit mehr Serum Hehr rascb, Bonat nur langsam zu. Flockung 
tritt nach etwa 1 Std. auf und fflbrt mit steigender Menge immer schneller 
zur Klärung. Nach 20 Std. überall Bodensätze, bei 0,05 und 0,02 ccm Serum 
sehr gering. Kin Unterschied in der Fällung war nicht zu bemerken, gleich- 
viel ob nur 5 oder 20 ccm ExtraktionsflÜBsigkeit verwendet waren. 

C. Einflute der Temperatur und des Extraktionsmittels. 
III. Extrakt a) 1 Kollesche Schale für 20 ccm Wasser 2 h 44°, 



L>) 1 , 20 » 

C ). \ wie a und b mit Hinderserum. 

d) I 



2 » 56°, 



Je 1 ccm Serum 



Extrakt a 



Sätze ; 
geklärt 



c 

trüb? 



d 

trüb? 



wie mit 
Extrakt a 



V 



0 



0,25 
0,1 

0,05 in Flockung 
0,02 trüb, m. beginn. Flock. 
0,01 trüb 

Das Resultat ist nach 6stünd. Beobachtung bei 37" verzeichnet. Auch 
Uber Nacht entsteht in den Serumextrakten keine deutliche Präzipitation 
IV. Extrakt 1 : 1 Kollesche Schale in 13 ccm Wasser 2 Tage geschütt bei 6—10°. 
II: > . » » > » 2 Std. bei 44°. 

III: • > 2 » > 56—60°. 

IV 

wie I— III mit Rinderaerum. 



V 
VI 



Je 0,5 ccm Serum { 



0, 



0,5 
1 



Extrakt I 
Satz; geklärt 



II 



Satze ; 
geklärt 



III 

Satz u. Flock 
do 

) 0,05 geringer Satz [ trüb 
[ 0,01 trüb trüb trüb? 

Nach Hstünd. Beobachtung bei 37° verzeichnet. 
V. Extrakt 1 : 1 KolleHche Schale in 20 ccm 
Wasser 2 Std. bei 44° 
» II: 1 Kolleache Schale in 20 ccm 

Wasser 2 Std. bei 56° 
» 111:1 Kolleache Schale in 20 ccm 
akt. Rihderser. 2 Std. b. 44° 
> I V : 1 Kollesche Schale in 20 ccm 
inaktiv. (>/, Std. 62») Rinder- 
serum 2 St<L bei 44» 



IV-VI 

Ohne Ver- 
änderung 



Die Kulturmasse von Extrakt 1 
u. II wird hochgradig schleimig, 
im Rinderserum, wo beständige 
Agglutination stattfindet, ist da- 
von nichts zu bemerken. 
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Extrakt I 



Extrakt II Extr. in Extrakt IV 



Je 0,5 ccm Serum -f- 




> feinflock. Satte 

Wie bei \ • aber weitaas ge- 
Extrakt I | ringeralBb.IuTl 



Nach (istd. Beobachtung bei 37* verzeichnet. In Extrakt IV war die 
Trübung und die Ausfüllung nicht nur unverhaltnisra&fsig viel geringer als 
bei I und II, sondern auch sehr verdatet eingetreten. Extrakt III blieb 
auch weiterhin ohne Präzipitation. 

Die Bedeutung der schlechten Eignung des Rinderserums 
für die Gewinnung gelöster Cholerasubstanz kann erst später 
gewürdigt werden. 

Aufser nach der Stärke der sichtbaren Präzipitation kann 
der Gehalt eines Extraktes an Bazillensubstanz noch nach der 
Stärke der Hemmung beurteilt werden, welche er auf verschiedene 
Serumreaktionen ausübt. Diese Hemmung wurde zuerst wohl 
von Neifser und Shiga 1 ) für die Agglutination aufgefunden 
und zur Begründung ihrer Theorie der freien Bakterienrezeptoren 
verwendet; später studierte Weil -2 ) das gleiche Thema eingehend 
an der Agglutination von Typhusbazillen. Von anderen Unter- 
suchern ist namentlich Eisenberg 3 ) für die Agglutinations- 
hemmung zu nennen. 

Bail und Kikuchi stellten in Übertragung der Versuche 
von Pfeiffer und Friedberger 4 ) über antagonistische Serum - 
Substanzen auf den Reagenzglasversuch die hemmende Wirkung 
von Baktorienextrakten auf die Bakteriolyse normalen Serums 
fest, die Behinderung der Hämolyse bildete den Gegenstand 
zahlreicher, in verschiedenster Weise modifizierter Versuche, die 
sich an Wassermanns und seiner Mitarbeiter Bemühungen 
anschließen, durch die sog. Komplementbindung zu einer brauch- 
baren diagnostischen Methode zu gelangen. Die Literatur dieses 
Gegenstandes wurde von Weil in einem Referat der »Folia 
liämatologica* erschöpfend besprochen. 

1) Deutsche med. Wochenschr. 1903 Nr. 4. 

2) Dieses Archiv, Bd. 63, S. 291. 

3) Zentralbl. f Bakt. Bd. 40, Nr. 1 tf. 

4: Deutsche med. Wochenschr. 1906, Nr. L 
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Vorläufig handelt es sich hier nur darum, einige Beispiele 
der hemmenden Extraktwirkung zu geben, da deren Mechanismus 
bei Besprechung der Rinderserumbakterioly.se ausführliche Er- 
örterung finden soll. 

I. Extrakt erhalten durch 1 std. Erhitzen der Kulturmasse einer Kolleschen 
Schale in 40 ccm physiol. Kochsalzlösung bei 56— 60°. 

a) Agglutination. 

>l„ Kultur -f- 0,02 aktives Serum + 0,02, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 0,8, 1 com Extrakt 

4-HH++++ + 4- e e 

b) Bakteriolyse. Einsaat = co; durch Serum allein fast voll- 
ständig abgetötet. 

0,2 ccm aktives Serum ■-)- 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,G, 1 ccm Extrakt 

:t-2*54 4160 über 10000 oc sc 

U. Extrakt aus einer Kol leschen Schale mit 20 com Wasser, 2 Tage ge- 
schüttelt, zentrifn K iert 0,08"/,, Na Cl zugesetzt 1 )- 

a) Agglutination. 

'/„ Kultur -f 0,05 Serum — 0,05, 0,25, 0,5, 0,75, 1 com Extrakt 

+++ +++ ^++ "M 

b) Bakteriolyse. Einsaat a. 

0,2 ccm Serum — 0, 0,05, 0,1, 0,2 0,5 ccm Extrakt 
0 864 x oc oc 

III. Extrakt 1. Eine Kol lesche Schale auf 13 ccm Wasser 2 Tage bei 
6—10° geschüttelt. 

Extrakt II. Eine Kol lesche Schale auf 13 ccm Wasser 2 Std. bei 44° 
geschüttelt. 

Extrakt III. Eine Kol lesche Schale auf 13 ccm Wasser 2 Std. bei 56-60° 
geschüttelt. 

Extrakt IV, V, VI : Wie I— III mit Rinderserum. 
Bakteriolysehemmung. Einsaat = oc. 
0,2 ccm Serum - 0,05, 0,15 Na Ol, 0,05, 0,15 Extr. I, 0,05, 0,16 Extr. II, 

4 2 7 11000 1088 oc 

0,2 » . 0,05, 0,15, Extr. III, 0,05, 0,15 Extr. IV, 0,05, 0,15 Extr. V, 

732. x 0 620 19 128 

0,2 . » 005, 0,15 Extr. VI 

21 6400 

IV. Extrakt I. Eine Kollesohe Schale auf 20 ccm Wasser 2 Std. bei 44° 

II. > » » » 20 > » 2 > » 56° 

t III. • > » » 20 > aktive« Rinderserum 

2 Std. bei 44° 

• IV. » . > » 20 > inaktives (»/, Std. bei 

62° Rindenneruui 2 Std. bei 44°. 

') Ein solcher Extrakt ist tatsächlich hyperisotonisch. 
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a) Agglutinationnbemmung. 
' ,«, Kultur + 0,05 com Serum -f- 0, 0,5, 1 ccm Extr. I, 0,5, l ccm Kxtr. II, 

++++ « + e 

, +0,05 . . +0,5, lccmExtr.III, 0,5, 1 ccm Extr. IV 

-H-+ ++f +++ +++ 

BaktfriolyHehemmung. Einsaat = <x 
0,2 ccm Serum — 0,05, 0,15 ccm Na Cl, 0,05, 0,15 Extr. I, 0,05, 
6400 5840 7120 od 8500 

0,2 • » + 0,15 Extr. II, 0,05, 0,1 Extr. IU, 0,05, 0,15 ccm Extr. IV 

od (5300 1628 4800 22000 

Es wäre ein ziemlich zweckloses Bemühen, die Stärke eines 
Extraktes aufs genaueste nach Präzipitation und Seruuihemiiiung 
auszutarieren, um dann auf die gleiche Methode immer gleich- 
konzentrierte Extrakte herstellen zu wollen. Denn wenn dies 
auch gelänge, so hat man zur Beurteilung der Stärke des Ex- 
traktes doch immer nur seine Wirkung auf Serum zur Verfügung, 
und es sind auch nicht zwei Rindersera einander vollkommen 
gleichwertig. 

Dazu kommt, dafs Extrakte nicht lange unverändert auf- 
bewahrt werden können. Zwar ihre Hitzebeständigkeit ist grofs, 
und selbst 4 Std. langes Erwärmen auf 60 • 1 Std. Erhitzen auf 
70—80° schädigt weder die Präzipitationsmöglichkeit, noch die 
hemmende Wirkung auf Serumreaktionen in sichtlicher Weise; 
aber die Haltbarkeit derselben ist trotzdem sehr gering und was 
das schlimmste ist, die im Laufe der Zeit eintretenden Ver- 
änderungen sind durchaus regellos und lassen sich nicht vorher- 
bestimmen. Im allgemeinen nehmen die Extrakte mit zu- 
nehmendem Alter sowohl in der Präzipitationsfähigkeit als 
namentlich in ihrer hemmenden Fähigkeit ab, aber eine Regel- 
mäfsigkeit wurde nicht gefunden. Von zwei auf gleiche Weise 
gewonnenen Flüssigkeiten schien die eine nach 2 — 3Wochen fast 
unverändert zu hemmen, die andere war nach einer Woche schon 
fast wirkungslos geworden. Dabei können die Extrakte äufserlich 
anscheinend unverändert bleiben oder sinnfällige Änderungen 
erfahren. Nicht selten wurden sie bei vollkommener Sterilität 
trübe und liefsen einen geringen, weifsen, schleimigen Boden- 
satz ausfallen. Ob die Extrakte mit oder ohne Konservierungs- 
mittel aufgehoben werden (Toluol, Chloroform) scheint keinen 
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Unterschied zu bedingen, ist aber wegen der Regellosigkeit der 
sonstigen Befunde schwer zu beurteilen. Dieses Verhalten teilen 
die hier angewendeten Extrakte mit vielen andern, die neuesten* 
zum Studium der Komplementbindung viel verwendet werden, 
und worüber sich Wassermann, Neifser, Bruck und 
Schlicht 1 ) ausführlich geäufsert haben. Öfters wurde beobachtet, 
dafs ältere Extrakte mit Hinderserum zwar noch Trübung er- 
gaben, dal's es aber zu einer Ausflockung nicht kam. 

Es ist klar, dafs durch diese Eigentümlichkeit das Arbeiten 
mit Bakterienextrakten sehr erschwert wird, und dafs es eine 
grofse Erleichterung wäre, wenn man den Grund der Veränder- 
lichkeit angeben könnte. Für die folgenden Versuche wurden 
nie Extrakte, die älter als höchstens 7 Tage waren, verwendet; 
auch dabei mufs für jedes Serum erst die Wirkung, wenigstens 
ungefähr, ausgeprobt werden. 

Filtration durch keimdichte Filter vermindert die Wirksam- 
keit der Extrakte aufserordentlich, doch scheint, wie das ja 
immer der Fall ist, viel auf die Beschaffenheit des Filters anzu- 
kommen. 

Extrakt aus zwei Kol le- Schalen mit 40 com Wasser, 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur geschüttelt, die eine Hälfte a, wie gewöhnlich zentrifugiert, die 
andere b durch Bcrkefeld- (Uli put) Filter filtriert. 

0,2 ccm 8erum 4- 0,2, 0.4, 0,8 ccm Extrakt a 0,2, 0,4, 0,8 ccm Extrakt b 

Typische Flockung und auch nach 12 Std. 

Satzbildung binnen 2 Std. keine Trübung. 

Von einem gewissen, allerdings nicht ganz sicheren Ein- 
flüsse auf die normale Riuderserumpräzipitation ist die Menge 
des zur Reaktion verwendeten Extraktes. Dal's bei zu geringem 
Zusätze von Extrakt die Niederschlagsbildung wenn auch viel- 
leicht nicht ausbleibt, doch unsichtbar wird, ist natürlich. Die 
kleinsten Mengen Extraktes, die noch direkt zu Serum zugesetzt 
werden können, also etwa 0,02 ccm, rufen noch Niederschläge 
hervor, ja man kann bisweilen beobachten, wie das Einfallen- 
lassen eines Tröpfchens Extraktes in das Serum einen trüben 
Streifen beim Untersinken nach sich zieht. Ganz anders vei- 



1) Zeitscbr. f. Hygiene, Bd. f>5, Nr. 3. 
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halten sich verdünnte Extrakte, die schon sehr bald keine 
Präzipitation mehr erkennen lassen, auch wenn man 24 Stunden 
lang beobachtet. Eine Menge von 0,0I> und selbst von 0,1 ccni 
Extrakt, auf das 5 — lOfache verdünnt, läfst bei Zusatz von gleich- 
viel Herum oder selbst mehr oft schon keine Trübung erkennen, 
mindestens wird aber die Reaktion aufserordentlich verzögert. 
Es ist klar, dafs diese Erscheinung mit der anderen, eingangs 
erwähnten, zusammenhängt, dafs normales Rinderserum mit 
Bouillonkulturfiltratiou wegen zu geringer Konzentration der 
gelösten Vibriononsubstanz nicht mehr reagiert. 

Auffallender ist, dafs bei Anwendung kleiner Serummengen 
für grofse Extraktquantitäten ebenfalls ein Ausbleiben oder doch 
eine Verzögerung der Präzipitation in einzelnen Eällen festzu- 
stellen war. 



I. Der auffallendste Versuch ist der folgende mit einem Schüttelextrakt 
(ein«« Kollesche Schale auf 20 ccm Wasser). 

Füllung trat in 1 zwar sehr verspätet 



RiudeiKCTiim 

1. 0,25 ccm 

2. 0,25 > 

3. 0,25 . 

4. 0,25 . 

5. 0,25 



NaCl-LosunK 
• 2,15 ccm 
1,75 . 
1,25 > 
0,75 » 



Fxtrnkt 
(•,1 ccm 
0,5 . 



1,0 . 
• 1,5 . 
+ 2,25 » 



ein, doch waren nach 6 Std. bei 0 37 grobe 
Flocken z. T. abgesetzt, ehenso in 2; 
3 — 4 waren höchstens trübe Beim 
Stehen der Proben über Nacht war 1 
und 2 abgesetzt, in 3 fand sich ein »ehr 
geringer Satz, 4 und 5 waren unver- 
ändert geblieben. 



11 Gleich der nächste Versuch mit einem neuen Serum und dem in- 
zwischen 4 Tage alten Extrakte verlief aber anders. 



RlnderseniDi SaCl-LrttunK Extrakt 

1. 0,25 ccm -f- 2,25 ccm - f ■ 0,25 ccm 

2. 0,'. J 5 » f 2 » f 0,5 

3. 0,25 » + 1,5 - M 

4. 0,25 » -- 0,5 * f 2 



Nach 6 Std. bei 37° war die Präzipitation 
vollendet, die Stärke der Sätze nahm 
von 1 — 4 zu. 



III. Extrakt durch Schütteln bei Zimmertemperatur 24 Std. lang 
geschüttelt. 

Nach 6 Std. bei 37° ist 1 nur trüb, ohne Flocken- 
bildung, in 2 beginnt erst die Bildung kleinster 
Flöckchen, 3 ist etwas weiter fortgeschritten, 4—6 

sind klar mit Sätzen typischer Präzipitation. 
Über Nacht haben sich überall Sätze gebildet, am 
schwächsten in 1 u. 2. 



Extrakt 

1 . 0,2 ccm : 0,8 ccm 

2. 0,2 . 0,6 . 

3. 0,2 » — 0,4 » 

4. 0,2 » - 0,2 » 

5. 0,2 - 0,1 » 

6. 0,2 » -i- 0,05 » 
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IV. Extrakt durch 1 std. Erwfirmen einer K o 1 1 e Hohen Schalenkultur in 
2f> ccra Na Cl Losung. 



S«rum Extrakt 

1 . 0,2 com -f" 2 com 

2. 0,2 » 4- 1,5 ' 

3. 0,2 . f- 1 

4. 0,2 • f- 0,6 . 

5. 0,2 » j- 0,2 » 



Schon nach 1 .Std. i«t 4 u. n in voller Ausflockung, 
2 u. 3 sind trtihe, 1 ist unverändert. Nach 6 Std. sind 
die Präzipitationen in 4 u. f> beendet, in 3 beginnt 
Bildung vieler feiner Flocken und 1 u 2 sind nur trüb. 
Über Nacht haben sich überall S;Uze gebildet, die 
in 1 u. 2 nur sehr gering sind 



Diese merkwürdigen Befunde waren, wie erwähnt, nicht die 
Regel, öfters entstand auch hei großen Mengen Extraktes typische 
starke Ausflockung. Sie würden deshalb gar nicht erwähnt 
worden sein, wenn nicht einerseits die Beobachtung einer 
Trübung, die nur sehr schwer und unvollständig in Ausflockung 
übergeht, an das Verhalten mancher spontan durch Altern ver- 
änderter Extrakte erinnern würde und anderseits nicht analoge 
Befunde bei sonstigen Präzipitationsvorgängen beobachtet worden 
wären, und zwar für spezifisch präzipitierende Sera durch 
Eisen berg 1 ), Moll'*), Michaelis 8 ), Rostoski 4 ) u. a. Auch 
die Feststellung Schurs 5 ), dafs bei gleichbleibenden Mengen von 
präzipitierendem Serum mit Erhöhung des Prüzipitinogenzusatzes 
eine Abnahme der Prcizipitatbildung eintritt, gehört hierher. 

In bezug auf das Serum kommt zunächst dessen absolute prä- 
zipitierende Kraft in Betracht. Es wurde kein normales Rinderserum 
gefunden, das nicht einen durch seine Konzentration überhaupt 
geeigneten Extrakt hätte ausfüllen können, und schon 0,05 ccm 
genügten in der Regel, um Trübung mit nachfolgender Flockung 
herbeizuführen. In Verdünnungen schon geringen Grades nimmt 
die Präzipitationskraft rasch ab und mindestens erfolgen starke 
zeitliche Verspätungen. 

Mit dem Älterwerden des Serums schwindet auch die präzi- 
pitierende Wirkung; gleichmäfsig verhalten sich die verschiedenen 
Sera hier ebensowenig, wie in bezug auf Bakteriolyse, wo eben- 
falls manche Sera bei kühler Aufbewahrung schon nach drei Tagen 

1) Zentralbl. f. Bakt. 1<J02. 

2) Hofmeister» Beitr., Bd, ft. Nr. 12, 1903. 
8) Ebenda, Bd. 5, 1903. 

4) Zitiert n. Krau«. Handb. d. pathol. Mikroorganismen. 

5) Handb. d. pathogenen Mikroorganismen, Bd. 4, 8. 630. 
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stark entwertet sind, während die meisten auch nach einer Woche 
noch wenig eingebtifst haben. Zu den Versuchen wurden übrigens 
fast ausschliefslich nur frische, höchstens 24 Stunden alte Sera 
verwendet. 

Die Thermolabilität der Präzipitationswirkung ist eine aus- 
gesprochene, aber wie bei der Agglutination läfst sich auch hier 
feststellen, dafs die Hitzeinaktivierung innerhalb gewisser Tem- 
peraturgrenzen nur eine relative ist. Die Präzipitation wird 
leichter vernichtet als die Agglutination, aber schwerer als die 
Bakteriolyse des gleichen Serunis: 1 / 2 — 1 stdg. Erwärmung auf 
56° schädigt sie bedeutend, Temperaturen von 62 — 63° vernichten 
sie praktisch vollständig. 

T. 0,5 cem Extrakt ^ 0,25, 0,1. 0,06, 0,02 cem Serum 

-i-rr : + •• •: aktiv 
-i— 0 0 0 V, Stil. 56» 

0 0 0 0 V. > 62° 

II. 1 cem Extrakt 1. 0,75, 0,5, 0,25, 0,1 cem Serum 

+-H- -H-+ -H-+-HH- -H-+ 

+ ? 0 0 0 0 l , > 02° 
III. 1,6 rem Extrakt - 1, 0,5, 0,25, 0,1, 0,05 rem Serum 

-H-f -H-+ 4-H- +-H- ++ *ktiv 

4-4- -f? 0 0 >/,Std. 56« 

- ? 0 0 0 » 62° 

Im allgemeinen stimmt diese Inaktivicrungstemperatur des 
normalen Rinderserums mit der der präzipitierenden Immunsera 
überein, die ebenfalls über 60° hinaus ihre Fällungskraft für 
Bakteriensubstanz verlieren (Pick, Kraus u. Pirquet u. a.). 
Wie Kraus und Pirquet 1 ) zuerst feststellen konnten, ist die 
Zerstörung keine vollständige, sie betrifft bei Annahme besonderer 
präzipitierender Stoffe im Serum nur deren fällende, nicht die 
bindende Gruppe, ähnlich wie bei Agglutininen. Nach der Vor- 
stellungsweise Ehrlich» würden also die Präzipitine Rezeptoren 
zweiter Ordnung darstellen, bei denen ein Ersatz der verlorenen 
Fällungskraft nicht gelingt. Da aber für Agglutinine verschiedener 
Art die Ergänzungsmöglichkeit nach vorheriger Erhitzung durch 

1) Zentralbl. f. Bakt. 1W2, Bd. 32. 
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Bail 1 ), Shibayama-), Eisenberg 3 ), Lüdke 4 i bereits für 
besondere Fälle nachgewiesen wnrde, so besteht auch für die 
Präzipitation die Wahrscheinlichkeit eines ähnlichen Verhaltens. 
Für die agglutinierende Wirkung des normalen Rinderserunis 
hat Braun bereits den Nachweis ihrer Komplexität erbringen 
können, für die präzipitierende ist er in befriedigender Weise 
noch nicht gelungen, wus durch die Schwierigkeit solcher Ver- 
suche ohne weiteres erklärt wird; darüber wird später noch 
einiges zu sagen sein. 

Ks gibt noch andere Momente, welche aufser der Hitze die 
Präzipitation des normalen Rinderserums beeinträchtigen. Eines 
der interessantesten lie<:t in der Beobachtung, dafs Steigerung 
der Menge des Serums über ein gewisses MhI's hinaus die 
Reaktion vorhindert oder doch verzögert. Eine vollständige 
Konstanz war leider in diesen Versuchsreihen ebensowenig zu 
erzielen wie bei den analogen mit einer Steigerung der Extrukt- 
menge (s. S. 338), doch ist an dem Vorkommen dieser Erscheinung 
nicht zu zweifeln. 

Nach 1 Std. sind die Proben 1 u. 2 trübe, 3 int 
Hehr trüb mit beginnender Flockung, die übrigen 
trübe. Nach 2 Std. tat die Trübung unter 2 etwa« 
verstärkt, 3—5 Hind in voller Ausflockung, <> ist 
trübe. Nach 4 Std. ist es in 1 u. 2 zu keinerlei 
Ausflockung, eher zu einer Aufhellung der Trübung 
gekommen, in 3 — 5 tat die Reaktion unter starker 
Satzbildung beendet, in 6 int ein geringer Satz 

neben Trübung vorhanden. 
Erst nach Stehenlassen der Proben über Nacht 

ist auch in 1 u. 2 Satzbildung eingetreten. 
Die Proben werden im Wasserbade bei 14 9 be- 
obachtet- Schon nach '/» ^t' 1 - ' 8t 3 > n voller Aus- 
flockung, die Flocken setzen sich rasch ab. I u. 2 
werden rasch trübe, es kommt aber zu keiner 
Flockenbildung, die Trübung hellt sich nach 3 Std. 
auf und nach 5 Std. sind beide Proben klar ge- 
worden ; auch bei Stehen in Zimmertemperatur 
über Nacht entsteht keine Satzbildung. 

52 

Bd. 42, Nr. 1. 
Bd. 40, Nr. 1 ff. 
Bd. 42, Nr. lff. 
■Wassermann. Bd. 4, S. 627. 





Extrakt 


aktive« Serum 


1 


0,5 cem 


-f- 10 cem 


2. 


0,5 . 


•4-5 » 


3. 


0,5 » 


, 1 . 


4. 


0,5 . 


1 0,5 • 


5. 


0,5 , 


■ 0,25 . 


6 


0,5 . 


1 0,1 , 



Extrakt aktives Serum 
II. 1. 0,1 cem -\- 10 cetn 

2. 0,1 . fü , 

3. 0,1 . -f l 



1) Dieses Archiv, Bd. 

2) Zentralbl. f. Bakt., 

3) Zentralbl. f. Bakt., 

4) Zentralbl. f. Bakt, 

5) Handb. v. Kolle-1 



Digitized by Google 



342 



Theorie «1er Serumaktivität. 



Beobachtet bei 44°. In 1 entsteht überhaupt 
keine deutliche Trübung, in 2 u. 3 ist eie nach 
1 Std. da, flockt aber während 5 Std. nicht aus. 
Über Nacht entsteht ein geringer Satz. Die 
übrigen Proben zeigen typische Präzipitation. 



Extrakt Aldi res Serum 
111. 1 0,25 com -f- 15 ccm 

2. 0,25 » 4- 12,5 » 

3. 0,25 »4-10 » 

4. 0,25 » f 5 

5. 0,25 » -f 1 
0,25 • -f- 0,25 » 

Es ist sehr zu bedauern, dafs solche Versuche nicht mit 
allen, sondern nur mit einigen Seren gelangen. In der Regel 
trat bei Seruinüberschufs nur eine Verzögerung der Flocken- 
bildung ein, die natürlich bei den ungleichen Verhältnissen, wie 
sie eine Gesamtmenge der Flüssigkeit von ca. 15 ccm in der 
einen, von 1 ccm in der andern Probe darbieten, schwer zu beurteilen 
ist. Deshalb soll eine nähere Erörterung dieser Versuchsresultate 
unterbleiben und nur darauf hingewiesen werden, dafs Kraus 6 ) 
an präzipitierendem Choleraimmunserum analoge Verhältnisse be- 
obachten konnte. Inwiefern die Hemmung der Präzipitation, 
welche namentlich Land stei ner und Halb an und Michaelis 
für normale Sera unter anderen Versuchsbedingungen beschrieben 
haben, eine Rolle spielt, läfst sich nicht entscheiden. 

Zusatz von inaktiviertem (G2°) Rinderseruin hemmt die Prä- 
zipitation durch normales regelmäfsig, nur die quantitativen 
Verhältnisse, in denen bei verschiedenen Seren die Hemmung 

eintritt, wechseln einigennafsen. 

I. 1. 0,25 ccm Extrakt -\- 1 ccm akt. Rinderserum 

|-5ccmKinder.«erum '/» Std. 62° 

2. 0,25 ccm Extrakt -|- 1 ccm akt. Rintlereorum 

-(-5 ccm Riuderaerum aktiv 

3. 0,25 ccm Extrakt -f- 1 ccm akt. Rinderserum 

f üccmNa C 1 • Uta u n g 

II. 1.0,1 rem Extrakt -j- 0,25 ccm aktives Rinderserum 

-j- 2,25 ccm XaCI-Lösung 

2. 0,1 ccm Extrakt r 0,25 ccm aktives Rinderserum 
4-2,0ocm Xa Cl-E*s. -L-0,25ccui Rindere. ' , Std. 63° 

3. 0,1 ccm Extrakt -)- 0,25 ccm aktives Rindernerum 
-1-1,5 rem XaOl-Lös. • 0,75 ccm Rinders.' ,Std.63° 

•1.0,1 ccm Extrakt f- 0,25 ccm aktives Rinderserum 



Beobachtung bei 37°. Xach 
\'' 4 Std. beginnt Ausflockung 
in 2 u. 3, die sich bald ab- 
setzt. In 1 bleibt jede Re- 
aktion auw, auch bei 
24 std. Beobachtung. 



-T 1 ccm XaCl-Lös.4-1.25ecm Rindere.» ,Std.ti3° 
5. 0,1 ccm Extrakt -f- 0,25 ccm aktives Rindereenini 
f 0,5 ccm XaCI Lös. 4~ 1,75 ccm Rinders 1 , Std. 68 u 

ti 0,1 ccm Extrakt -f- 0,25 ccm aktives Rinderserum 
4- 0 ccm XaCI -Lös .4- 2,25 ccm Rindere.»/, Std. 63° 

7. 0,1 cum Extrakt -{- 0 ccm aktives Rinderserum 
fo ccm XaCI- I^a. 4- 2,5 ccm Rinders.'/jStd.eS 0 



Verzeichnet nach 
6 std. Beobachtung 

bei 37". 
In l u. 2 grobe z. T. 
abgesetzte Flocken. 
In 3 u. 4 feinste 
nicht abgesetzte 
Flocken : 5, 6, 7 
keine Veränderung. 
Xach 24 St. 1,2 stär- 
ker, 3, 4 viel schwä- 
cherer Satz, 5 mini- 
maler BaU, 6, 7 0 
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Beobachtung be't37 0 . 
Nach 1 Std. ist in 1 
grobe Flockenbildg. 
eingetreten, diesich 
z. T. schon abgesetzt 
hat, 2 ist voll fein- 
ster Flöckchen, 3 ist 
trübe, 4 — 7 unver- 
ändert. Nach 6 Std. 
ist In. 2 (letzt, schwä- 
cher) abgesetzt, in 3 
findet sich ein sehr 
gering. Satz, dieübr. 
Prob, sind unveräud. 



III. 1. 0,2 com Extrakt -f- 0,2 ccm aktives Rindersenini 

-j- 2 com Na Cl Lösung 

2. 0,2 ccm Extrakt -f- 0,2 ccm aktives Rinderserum 
-h- 1,8 ccm NaCl Lös.-)-0,2ccm Rinders. SM. <>2° 

3. 0,2 ccm Extrakt -j 0,2 com aktives Rinderserum 
4- 1,4 ccm Na Cl Lös. + 0,(5 ccm Rinders.'/, Std. 02° 

4. 0,2 ccm Extrakt -f- (1,2 ccm aktives Rinderserum 
-}- 1 ccm NaClUis. -f l ccm Rinders. '/,SM.»i2" 

5. 0.2 ccm Extrakt | 0,2 ccm aktives Rinderserum 
-f-O.öccni Na Cl-Lös. • 1,4 ccm Rinders. Std. <»2° 

ti. 0,2 ccm Extrakt | 0,2 ccm aktives Rinilerserum 

4- 0 ccm Na Cl-Lös. -f. 2 ccm Rinder«. ''.SM. «2° 
7. 0,2 ccm Extrakt -f 0 ccm aktives Rinderserum 

-f 0 ccm NaCI -Löh. t 2 cnu Rinders. ' , Std. Ü2° 

Die mitgeteilten Versuche betreffen Sera von relativ starker Präzipi- 
tationskraft, der die Verdünnung nicht allzu viel schadet. Man vermeidet 
sie aber besser. 

Beobachtung bei 37°: 
Schon nach SM. ist 1 
sehr trübe, nach 1 Std. ist 1 
in voller, 2 in beginnender 
Ausflockung, die übr. sind 
nnveränd. Nach fi SM. ist 
d. Präzipitation in 1 vollen- 
det, 2 enthält Flocken, 3 — f> 
sind und bleiben auch nach 
24 SM. unverändert. 

Es ist klar, dufs die Analogie dieser Hemmung der normalen 

Präzipitation mit den Befunden an spezifisch präzipitierenden 

Immunseren eine vollständige ist. Derartige Hemmungen waren 

die Veranlassung, dafs Kraus und Kraus und v. Pirquet zu 

der Annahme zweier Gruppen im Serutnpräzipitin, einer fallenden 

und einer hindendon geführt wurden. Die fallende Gruppe wird 

durch Erhitzen und andere Eingriffe leicht ausgeschaltet, die 

bindende bleibt erhalten, erlangt als Prüzipitoid eine höhere 

Avidität zum Präzipitinogen (also zur gelösten Bakteriensubstanz) 

und macht daher dieses durch ihre Anlagerung unausfällbar. 

Dadurch wurde die Präzipitation in vollständige Analogie mit 

den Vorstellungen gebracht, die über die Agglutination entwickelt 

wurden. Trifft diese Vorstellungsweise zu, so muTs auch das 

normalerweise im Rinderserum vorhandene Präzipitin imstande 

sein, in Präzipitoid überzugehen. 



IV. 1. 0,25 ccm Extrakt — 0,25 ccm akt. Rinderser. 

2. 0,25 ccm Extrakt 4- 0,25 ccm akt. Rinderser. 

\ 0,25 ccm Rinderserum 1 , Std. 62° 

3. 0,25 ccm Extrakt f- 0,25 ccm akt. Rinderser. 

-f- 1 ccm Rinderserum 1 s Std. 62° 

4. 0,25 ccm Extrakt — 0,25 ccm akt. Rinderser. 

j 2,5 ccm Rinderserum '/» SM. 62° 

5. 0,25 ccm Extrakt f- 0 ccm akt. Rinderserum 

|- 2,5 ccm Rinderserum 1 , Std. 62" 
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Kin andere;? Moment, welches <lie präzipitierende Kraft eines 
Hinderserums aufhebt, ist eine vorangegangene Präzipitation, 
wieder vollständig analog dem Verhalten spezitisch präzipitierender 
Sera. Unter der Annahme besonderer präzipitierender Serum- 
stoffe drückt man das so aus, dafa die Präzipitine bei der 
Reaktion verbraucht werden. Für das Rinderserum ist, wie be- 
reits bemerkt wurde, der Präzipitinverbrauch kein spezifischer, 
eine vorhergehende Ausfällung mit Typhusbazillenextrakt mindert 
die Präzipitationskraft für Cholerasubstanz und umgekehrt. 



I. Es werden hergestellt 

akt. Rinder- 
serum 

Serum a 3 ccm ■■{- 0,3 ccm 
» b 3 » -i- 0,75 » 
c 3 > + lß * 
. d 3 . f 0 » 



Extrakt NaCI-Lösg. 

-(- 1,2 ccm 
+ 0,75 , 
+ 0 , 

4-1,5 , 



Binnen »/, Std. tritt in a-c Trü- 
bung ein, die rasch in Flockung 
übergeht. Über Nacht bilden sich 
vona — c an Starke zunehm. Sätze, 
die abzentrifugiert werden. Die 



klare Flüssigkeit dient zu folgendem Versuche: 



l. 


0,25 ccm Ex 


tr. -f 0,75 ccm Serum a 


2. 


0,25 


— 0,75 » b 


■'!. 


0,25 » 


f 0,75 » c 


4 


0,25 


+ 0,75 . d 



Beobachtet nach 3 std. Aufenthalt bei 
37«. In 1 starke Trübung, die nach 
5 Std. in Ausflockg. übergegangen ist. 
In 2Trübg.,dienicht ausflockt, 3 ohne 
Verändg., 4 beend. Reaküon. Nach 
Stehen üb. Nacht hat sich in 4 starker, 
in 1 schwacher, in 2 miniin. SaU ge- 
bildet, 3 blieb unverändert. 



II. Es werden hergestellt: 

Serum a 4ccm akt. Rinderser. ^0,4 ccm Extr. 
• 1)4 > -4-1 » 

c 4 • 4 > 

d 4 » j- 4 ccm NaCI-Lösg. 



Die beim Stehen d. Proben 
überNachtin Ziramertemp. 
gebildeten, von a zu c an 
Stärke zunehmend. Boden- 
sätze werd. abzentrifug. und 

die klare Flüssigkeit wird zu folgendem Versuch verwendet: 



1 . 0,3 ccm Extrakt -j- 0,44 ccm Serum a 



2. 


0,3 


» 


4-0,11 


3. 


II,'! 


» 


+ 0,5 ccm • b 


4. 


0,3 


• 


f 0,125 


5. 


0,3 


» 


-4-0,8 . c 


»i 


0,3 


> 


■4-0,2 


7. 


0,3 


> 


•4-0,8 . d 


8. 


0,3 


> 


+ 0,2 



Nach 3 Std. Beobachtung bei 37° 
ist 1 deutlich, 3 spurenweise trüb, 
7 u. 8 sind flockig abgesetzt, die übrig. 
Prob, sind klar.- Beim Stehenlass. üb. 
Nacht hat sich in 1 einmäfs., in2u. 8 
ein minim. Satz gebild., 4-6 sind 
unverändert, 7 u. 8 haben starke 
Bodensätze. 



uigm 
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III. Ks werden hergestellt: 



akt. Rinder- 
Berum 
Serum a 5 rem 
> b ( i 
» c 5 > 
» ,1 f, . 



Extrakt Na Cl-Löeg. 



— 0,5 com 

4. 2,5 > 
+ 5 . 

• 0 ' 



+ 4,5 cem 
+ 2.5 » 

+ 0 » 
+ 5 . 



Flnckenbildg. erfolg in a lang- 
xani, in b u c sehr raach, nach 
Stehenlassen d. Proben üb. Nacht 
werden dieselb. x.entrifugiert und 



r.u folgendem Versuche verwendet: 



1. 0,25 cem Extr. r l com Ser. a 

2. 0,25 » -i-0,5 » 
H. 0,25 » } 0,2 » 



4. 0,25 com Extr. f 1 cem .Ser. 1> 

5. 0,25 » • 0,5 

6. 0,25 » : 0,2 



7. 0,25 cem Extr • 1 cem Ser c 

8. 0,25 . +0,5 
9 0,25 » 0,2 



10. 0,25 cem Extr. • 1 cem Ser. d 
11 0,25 . + 0,5 » 
12. 0,25 . t 0,2 



Nach >/, Std. ist 1 deutl., 2 vielleicht trübe. 
Nach 1 Std. beginnt in 1 Klockenbildg., 2 ist 
deutl., 8 leicht trüb, nach 2 Std. ist 1 in voller, 
2 in beginn- Ausflockg., :i ist trüb. Nach 4 Std. 
int die Reaktion in 1 u. 2 beend., 3 ist ohne 
Flockenbildung trüb. 

Nach 1 j Std. ist 4 .spurenweise trüb, nach 
1 Std. beginnt undeutl. Klockenbildg., 5u.6 
sind nnverttnd Nach 4 Std. ist d. Roakt in 

4 beend., 5 ist trüb mit beginn. Flockenbil- 

dung, ist und bleibt unverändert. 

Nach ' ii. 1 Std. sind alle Prob, unverftnd., 
erst nach :-5 Std. beginnt in 7 Trübung, die 
nach 4 Std. in volle Austlnckg. übergeht. Ks 
bildet sich ein Satz., «ler aber nur gering int. 

5 u :» bleiben auch nach 24 Std. unveränd. 

Nach »•', Stde. ist Überall Trübung, nach 
1 Std. in 10 und 11 volle, in 12 begin- 
nende Ausflockung eingetreten, nach 3 
und 4 Std. ist die Reaktion überall beend. 



Man erkennt in den mitgeteilten Versuchsbeispielen ohne 
weiteres den Verlust an l'räzipitationskraft des normalen Rinder- 
.serums, der um so stärker wird, je mehr Kxtrakt bei der ersten 
Ausfüllung angewendet wurde. Der Versuchsausfall ist ein ganz 
natürlicher, da bei der Annahme präzipitierender eigener Stoffe 
im Serum diese sieh durch die Reaktion, in welche sie selbst 
eintreten, notwendig erschöpfen müssen. 

Viel weniger aber ist diese Annahme geeignet, eine andere 
Erscheinung zu erklüren, die leicht zu beobachten ist und die 
darin besteht, dafs auch eine vorhergehende Behandlung des 
normalen Rinderserums mit morphologisch erhaltenen, lebenden 
Vibrionen die präzipitierende Serumwirkung aufhebt oder ver- 
mindert. 

Archiv für Hygiene. Bd LXIV 23 
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I. Ks werden hergestellt: 

| Üb. Nacht b. Zimmertemp. 

Serum a 2 ccm akt Rinderserum + 1 ccm Kxtrakt gelassen, zeigtSer. abeend. 

» h 2 > -f-2 » Agar- I Prazipit., Ser. h vollkomm. 

kaltur Cholera in 1 com Na CILosg. i Agglat. (die sich nach Zer- 

> c 2ccmakt. Rinderser. -r- 1 ccm NaCI-Losg. schütteln immer wieder 

i rasch herstellt). 

Alle Proben werden zentrifugiert und die klare Flüssigkeit zu folgendem 
Versuche verwendet : 



Kxtrakt Serum e NaCI-Los. Rinderserum 

1. 0,2 crm --f 0,3 rem + 0,7 rem 

2 0,2 . + 0.3 » -1-0,45. :-0,2r»rcm'.,Stei" 

3. 0,2 . \- 0.'! • -0.2 » f 0,5 . 

4. 0,2 . | 0,:t . | I) » |-0,7 » 



Kxtrakt Serum a NaCI-I.os. Rinderserum 

f). 0,2 ccm - 0,3 ccm + 0,7 ccm 



«. 0,2 » 
7. 0,2 . 
s. 0,2 » 



<i:: 
+ 0.3 

o.:i 



+ 0,4:» » 
-0,2 . 

+0 • 



+ 0,25 ccm '/,St Gl» 
— 0,5 » 
+ 0,7 . 



Kxtrakt Serum b Na (1 Lös. Riuderserum 

0. 0,2 ccm ^0,3 ccm + 0,7 ccm 

10.0,2 » +0,3 » 4 0,4:'> » + 0,25 ccm V.St.61" 

11. 0.2 . +0,3 » +0,2 . +0,5 » 

12. 0,2 » +0,3 . ■{ () » +0,7 » 



Extrakt 

13. 0,2 ccm 

14. 0,2 . 

15. 0,2 » 



Kinderserum 
+ 0,25 ccm Std 
+ 0.5 > 

4 » 



NaCl i/osg. 
CO 0 + 0,45 ccm 
+ 0,2 » 



In kurz. Zeit Trübg. mit 
Ausflockg., nach 4Std. 
ist die Reaktion über- 
all beendet. 

Die Probe 5 bleibt nach 
4 u.fist. Heobachtg bei 
37 u unveritnd. und zeigt 
auch weiterhin keine 
Niederschlagsbildung. 
6 8 zeig. b.z. 4 St. keine 
Reaktion, dann beginnt 
Trübg., die von 6— «an 
Stärke znnehmen, aber 
nach fi St. noch znkein. 
Ausflock, geführt hatte. 
Uber Nacht bildeten 
sich geringe Satze. 

Zwischen 3 u. 4 Std. ent- 
stand i. all. Prob. Trübg., 
die sehr längs, in ßildg. 
kleinst. Flock, überging. 
Über Nacht bildet, sich 
schwache Satze. 

Es erfolgte keine 
Präzipitation. 



II. Ks werden hergestellt: 

Seruma 3ccmakt Rinderser. — 1,5 ccm Kxtrakt 
» b 3 » +2 Agarkultur 

Cholera in 1,5 ccm NaCl-Losg. 
c 3 ccm akt Rinders. + 1,5 » 



In a erfolgt starke Präzi- 
pitation, in b immer er- 
neute Agglutination. 
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Die Ober Nacht kühl gehaltenen Proheu werden zentrif ugiert und zu 
folgendem Versuche verwendet: 

Kxtrakt Serum c NaClLos Rinderser. 



1. 0,2 cnn — 0,'>ccm + 0,7 ccm 

2 0,2 » [-0.3 » +0,1 » + 0,3 ccm 1 , St. 61° 
3. 0,2 » ■ o,;$ > { 0 . +0,7 » 



Extrakt Serum a NaOl Iyös. Rinderserum 

4. 0,2 ccm + 0,3 cnn \ 0,7 ccm 

5. 0,2 > +0,3 » - 0,4 » • 0,3ecm ' ,St . ßl 

6. 0,2 » - 0,3 . {0 . | 0,7 » 



Kxtrakt Serum b NaCl Los. Rinderserum 

7 0,2 ccm -f0,3ccm +0,7 rem 

8.0,2 » 4 0,3 > +0.4 » + 0.3 ccm 1 ,St 61" 
y. 0,2 » +0,3 . -j-0 » +0,7 » 



Extrakt Serum a NaCl-Lös. Rinderserum 
10. 0,2 ccm 4 0,6 ccm \ 0,7 ccm 

IL 0,2 , ^ 0,(5 » r 0,4 . • <>,3ccm %St. 61 

12. 0,2 . -m>,6 »10 . \ 0,7 » 



Extrakt Serum h NaUl-Los. Rinderserum 

13. 0,2crm +0,6 ccm +0,7 ccm 

14 0,2 » r 0,0 , ^-0,4 • r 0,3ccm '/,St. Öl" 
lf,. 0,2 . 0,6 » ^ 0 » j 0,7 » 

16 0,2 » Kxtrakt f 0,7 ccm Rinderser. V, Si. 61 " 



III. Ks werden hergestellt : 

Serum a 3 ccm akt. Rinderser. «-0,75 ccm Kxtrakt 

+ 0,7f> ccm Na Gl Losung 

Serum b 3 ccm akt. Rinderser. + 1,5 ccm Extrakt 

+ Occm NaCl-Losung 

Serum c 3 ccm akt Rinderser. + 2 Agarkultur 
Cholera in 1,5 ccm NaCI-Los. 

Serum d 3 ccm akt. Rinderser. — 1,5 ccm Na Cl-Lös 



Die Präzipitation ist 
nach 4 Std. hei 37° 
vollständig beendet. 

Nach 4 u. 6 St. bei 37 » 
sind 4 11. 5 absolut klar 
und bleiben so. In 6 tritt 
nach 4 St. eine leichte, 
nach 6 St. eine etwas 
stärkere Trübg. auf, die 
nicht 7. Flockenbildung 
führt, üb. Nacht bildet 
sich ein geringer Satz. 
Nr. 7 ist nach 4 Std. klar 
oder spurenweise trüb, 
n. 6 St. leicht ab. dentl. 
trüh, über Nacht bildet 
sich ein minimalerSatz. 
S u. 9 zeigen nach 4 St. 
beginn. Flockenbildg , 
die iu typischer WeiBe 

zu Ende geht. 
Die Prob. 10u.ll bleib, 
dauernd unveränd., 12 
ist nach 4 u. 6 St. trüb. 
Flockenbildung wurde 
nicht beobachtet, Über 
Nacht bildete sich ein 
geringer Satz. 

Nach 4 St. war Nr. 13 
klar, nach 6 St. spuren- 
weise trüb, üb. Nacht 
bildete sich ein miniin. 
SaU. Die Prob. 14 u. 15 
waren nach 4 St. in voll. 
Ausflockg. begriff., die 
n. 6 St. fast beend. war. 
16 zeigte keine Präzipit. 
Die Proben a und b zeigen 
rasch Trübg., die zur voll. 
Ausflockung führt. In der 
Probe c erfolgt rasch Agglu- 
tination, die nach energ. 
Zerschütteln immer wie 
derkehrt. Nach kühler Auf- 
23» 



34b 



Theorie der Serumaktivität. 



Die Proben bleiben un- 
verändert. 



hewahrung über Nacht werden die Sera zentrifugiert und zu folgendein Ver- 
suche verwen-let: 

Kxtrakt Serum a Rinderaorum 
1. 0,25 ccm + 0,45 ccm 

2 0,25 » +0,45 » j 0,3 ccm '/, St.Gl »52° 

3. 0,25 . | 0,45 » f0.il » 

4. 0,25 » +0 45 . 1,5 » 
Kxtrakt Serum b Rinderserurn 

5. 0.25 com 1 0,45 ccm 

«.0,25 » 4-0,45 , + 0,3 ccm St. 61-62« 
7. 0,25 » +0,45 » 4-0,9 » 
8 0,25 » 4-0,45 » +1,5 » 

Kxtrakt Serum c Rinderserum 
9. 0,25 ccm | 0,45 ccm 

10.0,25 • -0,45 » t 0,3 ccm St 61—112" 
11 0,25 » ( 0,45 » - 0.9 » 
12. 0,25 » +0,45 » + 1,5 » 



Die Proben bleiben bis 
auf eine zweifelhaft« Trü- 
bung in 8 unverändert. 

Nr. 9 u. 10 bleiben unver- 
ändert, zeigen am nächsten 
Tage schwach. Vibrionen- 
wachstum, aber keine Prä- 
zipitation. In 1 1 u. 12 erfolgt 
Trübg. u. n. 6 St. Flockenbg. 



Kxtrakt Serum d Rinderserum 

13. 0,25 ccm -i- 0,45 ccm 

14.0,25 » +0,45 > -0,3 ccm '/,St. «1 62" 
15. 0,25 » +0,45 » —0,9 . 
1«. 0,25 . +0,45 . —1,5 , 
17. 0,25 ccm Kxtr. + 1,5 ccm Rindereer. 1 ,St. «1—62° bleibt unverändert. 



In kurzer Zeit typische 
Präzipitation. 



An die Mitteilung dieser Versuchsbeispiele seien zunächst 
einige Bemerkungen angeknüpft. Es unterliegt keinem Zweifel, 
dafs Behandlung eines Kinderserums mit lebenden Vibrionen die 
präzipitierende Serumwirkung höchst ungünstig beeinflul'st und 
ein Vergleich ergibt, dals 1 ,5cciu Choleruextrukt im zweiten Beispiel, 
0,75 ccm im dritten ungefähr die gleiche Wirkung ausübt, wie zwei 
Sehrftgagarkulturen der Vibrionen. Natürlich haben solche 
Vergleiche nur einen sehr beschränkten und relativen Wert, da 
weder zwei Sera einander vollkommen gleich sind, noch zwei 
Extrakte absolut gleichmäfsig hergestellt werden können. Man 
kann also ohne eigens darauf gerichtete genaue Untersuchung 
nicht etwa die Vernichtung der Präzipitationskraft eines Serums 
als Mal'sstab für die Konzentration eines Extraktes an gelöster 
Bakteriensubstanz benutzen und sagen, weil z. B. 1 ccm Extrakt 
die gleiche Wirkung habe wie eine Agarkultur, so müsse diese 
Bakterieunienge ebensoviel gelöste Substanz abgeben können, 
als 1 ccm Extrakt enthalte. 
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Denn die schädigende Wirkung morphologisch erhaltener 
lebender Vibrionen auf die Präzipitationswirkung des Rinderserums 
ist unter der Annahme besonderer Präzipitine nicht ohne weiteres 
zu verstehen. Sind Präzipitine als eigene Stoffe überhaupt vor- 
handen, so können sie sich nur gegen gelüste Substanz richten, 
denn für die morphologisch bestimmte sind Agglutiniue und 
Bakteriolysine eingerichtet. Die Tatsache, dafs gelöste Bakterien- 
substanz der Extrakte diese beiden Serumreaktionen verhindern 
kann, haben N ei Ts er und Shiga durch die Annahme eines 
Mitteldinges zwischen gelösten und morphologisch determinierten 
Bazillenstoffen, den freien Rezeptoren, zu erklären gesucht. Dafs 
diese Annahme mit den Versuchsresultaten nicht in Einklang zu 
bringen ist, haben Weil für die Agglutination, Bail und Ki- 
kuchi für die im Reagenzglase. Weil und Axamit für die 
im Tierkörper stattfindende Bakteriolvse nachgewiesen, und es 
bleibt ein Rätsel, wieso Bakterienextrakte die Agglutination 
hemmen, für die doch ein besonderes Komplement nicht nötig 
sein soll, wenn man sich schon die Verhinderung der Bakteriolvse 
durch die auch nichts weniger als durchsichtige Komplement- 
bindung zu erklären versucht. 

Wieso erhaltene Vibrionen die Präzipitationswirkung beein- 
flussen können, bleibt völlig unverständlich, wenn Präzipitine, 
Agglutinine und Bakteriolysine als Stoffe sui generis im Serum 
vorhanden sind. Auch hier an freie Rezeptoren zu denken, ist 
wohl ganz unmöglich. Am nächsten läge eine Erklärung, welche 
ein allmähliches Inkrafttreten der verschiedenen Serumstoffe an- 
nehmen würde: die Bakteriolvse bringt Cholerasubstanz in Lösung 
und diese wird dann durch die Präzipitine, die dabei verbraucht 
werden, ausgefällt. Damit würde auch die Tatsache erklärt, dafs 
Rinderserum gar nicht oder nur schwer fällbare Choleraextrakte 
gibt, da die während der Extraktion durch Bakteriolvse oder 
sonstwie in Lösung gehende Bazillensubstanz durch Präzipitation 
sofort unlöslich und mit den Vibrionenresten durch Zentrifu 
gieren entfernt wird. Auch die Pal taufsehe Agglutination»- 
theorie, die namentlich von K raus um! Joachim 1 ) und Porges-) 

l; Zentrulbl. f. Bukt, IM. 37. Nr. 1. 2) Zentralbl. f. Bakt, Bd. 10. Nr. 1. 
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verteidigt wird, überdies aber in den Versuchen von Wasser- 
mann 1 ) über den engeren Zusammenhang zwischen Agglutination 
und Präzipitation eine Stütze lindet, könnte zur Erklärung heran- 
gezogen werden. Eine andere Erklärung wird spater versucht 
werden. 

Quantitative Versuche lehrten, dafs schon verhält nismäfsig 
geringe Maktcrienmengen einen deutlichen Einfluls auf die Prü- 
zipitationskraft eines Serums haben können. 



1. Es werden hergestellt 
Serum a: 

4 cem akt. Rinderser. -f- */,„ Kultur Chol. 
Serum b: 

4 rem akt. Rinderser \- 4 lfl Kultur Chol. 
Serum c: 

4 cem akt Rinderser. 4" */, Kultur Chol 
Serum d : 

4 cem akt. Rinderser . + t) Kultur Chol, 
die klaren Sera verwendet: 

1. 0,5ccm Extrakt f 0,5 cem Serum a 

2. 0,5 . 40,25 

3. 0,5 . |-0,1 

4. 0.5 . +0,0-2 



5. 0,5 cem Kxtraki • 0,5 cem Serum b 

G. 0,5 » +0,25 . 

7 0,5 > \ 0,1 

S 0,5 . 4 0,1« 

D. 0,5 com Extrakt ~r 0,5 com Serum c 

10. 0,5 > 4 0,25 

11. 0 5 . f- 0,1 
12 0,5 . f 0,0*2 

13. 0,5 rem Kxtrakt 4 0,5 ecm Serum <1 

14. 0,5 » 40,25 
15 0,5 , 4-0,1 
1«. 0,5 » 40,02 



Zur Herstellung der Proben wurde 
1 Schrägargarkultur in 1 cem Serum 
aufgeschwemmt und durch Mischung 
von 0,04 -M),i)«> reinen Serum» die 
Probe a, ähnlich b u s. f. hergestellt. 
Nach 2 atd. Aufenthalt bei 37°, 
unter immer erneuter Agglutination, 
wurden die Proben zentrifugiert und 



Nach 6St. Beobuehtg. bei 37° ist in 
1 u. 2 vollständ. Präzipit. eingetreten, 
3 ist ganz leicht trüb, 4 unverändert. 
Über Nacht scheidet sich in 3 ein 
minimaler Satz aus. 

Nach 6 Std. ist in 5 starke, in 6 un- 
vergleichlich schwäch. Ausflockung 
im Gange, 7 u. S sind unverändert. 
Über Nacht bild. sich in5 u. 6 Nieder- 
schläge, die viel geringer sind ala in 1 
und 2. 7 u. 8 zeigen keine Reaktion. 

Erst nach 6 Std. ist in 9 eine leichte 
Trübung entstanden, die über Nacht 
einen minimal. Niederschlag liefert. 
Die Prob. 10-12 zeigen keine Roakt. 



Typische Präzipitation, in 16 nur 
sehr gering. 



1) Zeitschrift f. Hygiene 15)03. 
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II. Es werden hergestellt: 
akt. Himlerser. AgarkulturChol, 



Serum a 


8 ccm 


1 


Wie immer beständige Agglutination, 


, b 


8 » 




während •/„ stündigen Aufenthalts 




8 . 




hei 37°. 


> d 


8 » 


+ o 


Die abzentrifugierten Sera werden 



zu folgendem Versuche verwendet 



1 0,5 com Kxtrakt -f 0,;'» ccm Serum a 



2. 0,5 

3 0,0 

I 0.5 

5. 0,5 



• 0,25 
+ 0,1 
.-0,05 
4 0,02 



<>. 0,5 ccm Kxtrakt j 0,5 ccm Serum b 



7 0,5 

8. 0,5 

9. 0,5 
10 0,5 



{0,25 
-0,1 
1- 0,05 

• nu- 



ll. 0,5 ccm Kxtrakt -f 0,5 ccm Serum c 



12. 
13. 
14. 
15. 



0,5 
0,5 
0,5 
0.5 



: 0.25 

HU 
-j- 0,05 
-0,02 



16. 0,5 ccm Extrakt f 0,5 ccm Serum d 

17 0,5 . —0,25 

IS. 0,5 + 0,1 » 

19. 0,5 > } 0,<>5 

20. 0,5 . +0.02 

III. Ee werden hergestellt: 

«kt lüiHlertnmtn Agarkultnr Chol. 

Serum a 8 ccm — 1 

> b 8 » -2 

> c 8 » | 4 
» d 8 , +0 

1. 0,5 ccm Extrakt — 1 ccm Serum a 

2. 0,5 , | 0,5 
3 0,5 » +0,1 
4. 0,5 » +0,05 



Nach 1 Std. bei 37° ist in 1 u. 2 weit 
vorgeschritt., in 3 u. 4 beginn. Aus- 
flockg. eingetreten, 5? 
Nach 3 Std. ist die Heakt. in 1 u. 2 
beend., 3 ist fast beend., in 4 ist 
erst nach 6 Std. Satz gebild., 5 bleibt 
unverUnd. u. lief. kein. Niederschlag. 

Nach 1 Std. zeigt »J beginn, feinste 
Flockenbildg., 2 ist trüb, die übrig. 
Prob, sind unverftnd. Nach 3 Std. 
sind 6 u. 7 voll von Hieb absetzend. 
Flocken, in 8 beginnt d. Ausflockg., 
9 u. 10 sind und bleiben unverand. 

Nach 1 Std. ist nirgends Keakt. ein- 
getreten. Nach 3 Std tritt in 11 u. 12 
Trübg. und beginn. Ausflockg. ein, 
die nach 6 Std. vollend ist. 13 zeigt 
erst nach 6 Std. schwache Flocken- 
bildg., die übrig, bleiben unveränd. 

Schon nach 1 Std. iHt überall Aus- 
flockg. von entsprech. Starke in voll. 
Gange und führt bald zur Vollendg. 
der Reaktion. Die schlief*!, gebild. 
Satze sind durchaus entsprech. stark, 
als die durch d. Sera a— c erzeugten. 



2 Std bei 37° unter Agglutination, 
dann zentrifugiert und die Sera 
verwendet. 

Nach 6 Std. ist die Reaktion in 1 
und 2 fast vollendet, in 3 und 4 
Trübung, die zur Bildung 
geringer Sätze führt. 
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:'». 0,5 ccm Extrakt | 1 ccm Serum b 

6. 0,5 » . 0,5 

7. 0,6 . +0,1 

8. 0,5 » -j-0.05 

0. 0,5 ccm Kxtrakt r 1 ccm Serum c 

10. 0,5 » + 0.ü 

11. 0,5 » 4-0,1 > 

12. 0,5 . j 0,05 

13. 0,5 com Kx*rakt • I ccm Serum d 

14. 0,5 • 0,5 » 

15. 0,5 . r 0,\ 

16. 0,5 > +0,05 » 



Nach 6 Std. ist eine wesentl. gering. 
Ansflnckg. in5u.6 als in d. entsprach. 
Proben d. Serums a eingetreten, 7 ist 
leicht trüb und liefert einen gering. 
Satx, 8 bleibt reaktionslos. 

Wahrend ß Std. flockt nur Nr. i> 
schwach aus, Nr. 10 wird spuren 
weise trOb und liefert ein. minim. 
Satz, 11 u. 12 geben keine Präzipit. 
Typ. Reaktion nach 2 Std. überall 
beend. Die Sätze nehmen an Stärke 
von 13 nach 16zuab, sind aber überall 
stärker als d. entsprech. Seraa, b, c. 



Die Bakteriolyse von Choleravibrionen durch Rinderserum. 

Unter Bakteriolyse versteht man eine Schädigung und Ab 
tötung von Bakterien durch tierische Flüssigkeit, welche mor- 
phologisch, namentlich bei Vibrionen, mit eingreifenden (Je 
staltsveränderungen verbunden ist. Während bei der Präzipi- 
tation eine rein chemische oder physikalisch chemische Zustands- 
änderung einer leblosen, gelösten Substanz erfolgt, ist bei der 
Bakteriolyse sowohl ein physiologisches als ein chemisches oder 
physikalisch-chemisches Geschehen da. 

Statt Bakteriolyse gebrauchte man früher den Ausdruck 
Bakteri/.idie, mit dem nur das physiologische Ergebnis der Serutn- 
aktivität, dns Absterben oder die Entwicklungshemmung von 
Bakterien gekennzeichnet wurde. In diesem Sinne ist der Aus- 
druck Bakteriolyse besser, der die Zustandsänderung der Vibri- 
onen in den Vordergrund stellt. Aber streng genommen führt 
auch er irre, weuu man ihn allzu wörtlich nimmt. Denn für 
das Zustandekommen dieser Form der Serumaktivität hat man 
zwei Kennzeichen zur Verfügung: 1. den kulturellen Platten- 
versuch, der den physiologischen Effekt, die Bakterienabtötung 
anzeigt, 2. die mikroskopische Untersuchung, welche die Form 
und Zustandsänderung der Bakterien verrät. Diese bestehen bei 
den Vibrionen in jener seit Pfeiffers ersten Untersuchungen 
oft beschriebenen Körnchenbildung, die oft, aber durchaus nicht 
notwendig mit dem Tode der Vibrionen zusammenfällt. Wenn 
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aber das, was man Bakteriolyse, offenbar in Anlehnung an das 
Wort Hämolyse nennt, als wirkliche Auflösung des Vibrio ge- 
ineint sein soll, so trifft dies für Reagenzglasversuche wenigstens 
nicht zu. Metschnikoff hat mit allem Nachdruck betont, 
dafs die Serenwirkung über Granulabildung nie hinausgeht und 
auch für den Effekt des Rinderserums gilt das Gleiche. Das 
kann man sowohl im hängenden Tropfen als auch bei Versuchen 
gröberen Mafsstabes beobachten, wenn man eine ansehnliche 
Zahl Vibrionen in viel Serum einträgt, bei 37 oder 42° einige 
Zeit beläfst und dann zentrifugiert. Es entsteht immer ein 
Bodensatz aus Körnchen und Detritus, der an Menge sicher 
nicht geringer ist als das Quantum der eingesäten Vibrionen. 
Dafs nichts, was durch Präzipitation nachweisbar wäre, in Lö- 
sung übergeht, zeigt die schlechte Eignung des Serums zur Her- 
stellung von Extrakten zur Genüge. Höchstens um eine primäre 
Lösung mit sekundärer Wiederausfällung in dem auf S. 340 er- 
wähnten Sinne könnte es sich handeln. 

Die blofse Granulabildung kann nicht als Auflösung, besten- 
falls nur als Gestaltsänderung mit Volumsverminderung (aber 
auch diese kann oft zweifelhaft sein) bezeichnet werden. Man 
hat. durchaus kein Recht, die Bakteriolyse in bezug auf die Ge- 
stalts- und Zustandsänderung mit der Hamolyse in enge Ver- 
bindung zu setzen und hat volle Freiheit, die Granulabildung 
in eigener Weise zu deuten. Auf den weiteren Gebrauch des 
Wortes Bakteriolyse braucht man deswegen natürlich nicht zu 
verzichten. Die Technik der Versuche war die im Institute 
übliche, bei welcher der ganze Inhalt der 4 Stdn. bei 37° ge- 
haltenen Versuchsprobe zur Platte verarbeitet wurde. Abwei- 
chungen davon sind besonders angeführt. 

Die Bakteriolyse rindet ähnlich wie Agglutination und Prä- 
zipitation durch Kiuderserum schon bei niederer Temperatur 
(l> — 10") statt und verläuft bei gewöhnlicher Zimmertemperatur 
rasch genug und läfst sich durch mikroskopische und Platten- 
untersuchung leicht demonstrieren. Die übliche Versuchstem- 
peratur von 37° beschleunigt die Reaktion in jeder Hinsicht, 
stellt aber noch nicht ihr Optimum dar, da bei 42° die Bakterio- 
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lyse noch schneller und intensiver verläuft; bei 44° verhftlt es 
sich ähnlich, aber bei dieser Temperatur findet schon an sich 
eine mikroskopisch leicht erkennbare, der Granulabildung oft 
sehr ähnliche Vibrionenschädigung statt, so dafs eine Feststellung 
des Anteils der Bakteriolyse an der Keimverminderung unsicher 
wird. Der Umstand, dafs man bei längerer Einwirkung von 
44° auf in Wasser oder Kochsalzlösung aufgeschwemmte Vibri 
onen bereits fällbare Extrakte erhalten kann, deutet schon allein 
auf den zerstörenden Einflufs dieser Wärme hin. 

Von einigem Interesse ist eine Beobachtung, die noch genauerer, 
zurzeit durch Tiermangel unmöglich gemachter eigener Unter- 
suchungen bedarf, aber was das Prinzip betrifft, sicher sein 
dürfte. Sie wurde gemacht bei Untersuchung der Frage, ob bei 
der Bakteriolyse giftige Stoffe in das Serum übergehen. Das 
ist nicht der Fall, selbst bei */ 4 und i ( 2 Agarkultur nicht. Aber 
auch wenn eine ganze Agarkultur mit Hilfe von 4 ccm Serum 
bei 42° aufgelöst wird, also eine Menge von Vibrionen, die 
schon an sich im abgetöteten Zustande schwere Krankheits- 
zustände und oft Tod herbeiführte, blieb jede stärkere Vergif- 
tung aus. Nun sind aber 4 ccm aktiven Rinderserums schon 
an sich für kleine Meerschweinchen immer, für grofse meist 
tödlich, so dafs hier das Aufeinanderwirken zweier hochgiftiger 
Stoffe eine relativ unschädliche Flüssigkeit ergibt. Die Versuche 
sind für die Beurteilung des bei der Bakteriolyse freiwerdenden 
Giftes, das man annimmt, nicht bedeutungslos und verdienen 
eine Fortsetzung. 

Die starke Bakteriolyse des Rinderserums gilt nicht nur den 
( 'holeravihrionen allein, auch gegen die benutzten Stämme von 
Staphylokokken und Typhus erwies es sich höchst wirksam und 
auch der sonst überall widerstandsfähige Hühnercholerabazillus er- 
fuhr in Versuchen von Weil eine starke Schädigung. Nur gegen 
den verwendeten Stamm von Milzbrand versagte es. Durch 
Behandlung eines Rinderserums mit Typhusbazillen kann man 
die Bakteriolyse von Choleravibrionen aufheben oder abschwächen 
und umgekehrt. 
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Die bakteriolytischen \ T ereuche, die angestellt wurden, sind 
fast aussehliefslieh Plattenversuche, beziehen sich also auf die 
physiologische Seite der Serumwirkung. Verwendet wurden ganz 
junge Agar- oder Bouillonkulturen (12 bis höchstens lb Stdn. 
alt), die meist in sehr grofser Menge zur Einsaat gelangten. 

Wie bereits erwähnt, ist die bakterizide Kraft des Kinder- 
serums aufserordentlieh hoch und ist, so weit eigene Erfahrungen 
reichen, nur mit der von spezifischen Immunseren zu vergleichen. 
Dabei ist sie sehr regchnafsig vorhanden und nur sehr selten wurde 
ein Serum gefunden, das schwach wirkte. Sie tritt nicht nur 
im Reagenzglase, sondern auch im Tierkörper hervor, wo der 
Pfeiffersche Versuch in der Meerschweinchenbauchhöhle mit 
Leichtigkeit ausgelöst werden kann. J ) 

Für Reagenzglasversuche kann man die absolute Kraft der 
Bakteriolyse in zweifacher Weise zu bestimmen versuchen; ent- 
weder, indem man feststellt, welche kleinste Menge aktiven 
Serums gerade noch genügt, um eine bestimmte Menge Vibri- 
onen ganz oder fast ganz abzutöten oder indem man untersucht, 
wieviel Cholerakultur durch eine bestimmte Menge Rinder- 
serums noch abgetötet werden kann. Beide Methoden ergeben 
sehr hohe Werte, die natürlich für verschiedene Seren nicht 
vollkommen gleich sind. 

Ia. Verwendet wird eine Aufschwemmung von 1 Agarkultur Cholera 
in 20 ccm NaCI Lfisung. 

1 ccm Aufschwemmung 4~ 10, 5, 2,5 1, 0,5 0,1 ccm aktiven Rindereeruni 

0O 0 0 0 212 
Das gleiche Serum, l / s 'Std. auf 5C 0 erhitzt, ergab Uberall starken Wachstum. 

Ib. Es werden bei schnellstmöglichem Arbeiten Aufschwemmungen 
von Vibrionen in demselben aktiven Rinderserum wie bei Ia hergestellt: 
I. t Agarkultur in 0,5 ccm .Serum. II. 0,05 ccm der Aufschwemmung I 4" 
0,9 ccm Serum. III. 0,1 ccm Aufschwemmung II -f 0,95 ccm Serum 

1. 0,02 ccm der Aufschwemmung III 4- 0,98 ccm aktives Serum 0 

2. 0,05 . III -}■ 0,95 0 
:$. 0,1 . » > III -j- 0,9 > » 0 
1. 0,02 ■ ■ II + 0,9S , > 0 

5. 0,1 . » II 4- 0,9 0 

6. 0,5 » II -(- 0,5 » ca. 4000 

7. 0,05 . > 1 4 0,95 » » » » «000 

1) Weil, dies. Archiv, Bd. 61. 
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IIa. Verwendet wird eine Aufschwemmung von 1 Agarkultur Cholera 
in 20 ccm NaCILösung. 

1 ccm Aufschwemmung -f- 5, 2,5, 1, 0,f), 0,2, 01 ccm akt. Rinderserum 

0 0 1920 1232 2800 über 10000. 
Das auf n(i° erhitzte Serum läfst überall Wachstum zu 

IIb. Zu diesem Versuche wird die gleichbleibende Menge von nur 
0,2 ccm Serum verwendet, das nach völliger Herstellung der Proben auf 1 ccm 
mit physiologischer Kochsalzlösung verdünnt ist. 

Es trat vollständige Abtötung bei Zusatz von Vioooo» : ';oooi 1 1000» V ieo u 
7,0, Kultur ein. 

Weitere Beispiele werden gleichzeitig mit anderen Versuchen mitgeteilt. 

Wie die gröfste Mehrzahl der überhaupt bakteriolytisch 
wirksamen Seren, wird auch das Rinderserum durcli % ständige 
Erhitzung auf 56° unwirksam gemacht, inaktiviert und zwar so 
regelmäfsig, dafs man die Temperatur von 56° mit Recht als 
absolute Inaktivierungstemperatur betrachten kann. Nur ganz 
selten zeigten so erhitzte Sera noch eine ganz geringe Bakterio- 
lyse oder vielmehr eine schwache Entwicklungshemmung. Den- 
noch dürfte wahrscheinlich auch hier, wie bei Agglutination und 
Präzipitation auch nur eine Relativität der Hitzeinaktivierbarkeit 
bestehen. Denn es handelt sich bei Plattenversuchen um den 
Effekt, den das Serum auf das Leben von Bakterien ausübt: 
man kann nur feststellen, ob und wie viele Bakterien nach 
einiger Zeit zugrunde gegangen sind, nicht aber, ob inzwischen 
eine Schädigung stattgefunden hat, welche durch das lieben der- 
selben schließlich überwunden wurde. Es ist ja, namentlich 
wieder durch Met sehn i koff, aber auch durch zahlreiche 
andere Beobachtungen bekannt, dafs selbst in Granula verwan- 
delte Vibrionen noch lebensfähig sein können, und die Ver- 
fasser waren oft sehr überrascht, zu sehen, wie aus Flüssigkeiten, 
die nach dem mikroskopischen Bilde nur Körnchen, aber keine 
Vibrionen mehr enthielten, noch sehr viele Kolonien auf der 
Platte aufgingen. Eine nur morphologisch erkennbare Schädi- 
gung zeigt die mikroskopische Beobachtung natürlich allein an, 
und man kann sehr regelmäfsig beobachten, dafs in einem '/a Stdc. 
auf 56° erhitzten Serum eingebrachte Vibrionen immer teilweise, 
oft aber sehr starke ,,bakteriolytische Veränderungen" bis zur 
(iranulabildung durchzumachen haben, ehe der hängende Tropfen 
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nur von normalen Vibrionen erfüllt ist. Dazu kommt, dafs auch 
in einem auf 56° erhitzten Serum das Wachstum noch durch 
Mittel, welche erfahrungsgemäfs die Bakteriolyse hemmen, ganz 
aufserordentlich begünstigt wird. Ein solches Mittel ist der 
Choleraextrakt (vgl. später S. 367 ff.). 

Einsaat: 3100 Vibrionen. Der Inhalt der Proberöhrchen wird schon 
nach 3 Std. Aufenthalt bei 37° mit Agar vermischt und zur Platt« aus- 



akt. Rinderwrum Nitt'l-I<riniuiK 

1. 0,75 ccm |~ 0,25 ccm 0 
Kinduriwnim Kxlrnkt 

2. 0,75 , '/,.Std. 5rt° - - 0,25 ccm j 
3 0,75 ► > -t- 0,24 > -i- 0,0001 ccm [ ca. 12 000 

4. 0,75 » . i- 0,23 . i 0,0002 » | 

5. 0,75 . > ^ 0,15 . -j- 0,001 . über 20 000 
tJ. 0,75 , > • 0,23 > f- 0,002 . über 2500t) 

7. 0,75 . i | 0,15 , . 0,01 

8. 0,75 , . + 0,23 » • 0,02 
!> 0,75 . » f 0,15 . \ 0,1 

Dan aktive KindorNerum wurde in der Menge von 0,75 ccm or.«t durch 
0,25 ccm Extrakt deutlich gehemmt, in der Menge von 0,2 ccm durch 0,1 ccm. 

Gegen solche Versuche kann allerdings der Einwand ge- 
macht und schwer widerlegt weiden, dafs der Zusatz von Cholera- 
extrakt gleichbedeutend mit dem Zusätze eines Nährstoffes sei, 
welcher als solcher die zurückbleibenden Spuren von bakterizider 
Serumwirkung nicht mehr zur Geltung kommen läfst. Versuche, 
welche ergaben, dafs bei Verwendung eines auf 5t» 0 erhitzten 
Serums innerhalb kurzer Zeit ('/j — 1 Stde.) eine sehr deutliche 
Keimabnahme durch Plattenzahlung festzustellen ist. sollen nicht 
erst mitgeteilt werden, da gegen sie der berechtigte, auf Bau in - 
garte ns, Walz und Fischers Untersuchungen zurück- 
gehende Einwand anwendbar ist, dafs rein infolge Wechsels des 
Mediums auch in Kochsalzlösung, Peptonwasser und selbst 
Bouillon eine Keimverminderung in der ersten Zeit erfolgt. Bis 
auf weiteres kann die Hitze von 56° also als absolute Inakti- 
vierungstemperatur für die Bakteriolyse von Choleravibrionen 
im normalen Rinderserum angesehen werden. 

Unterhalb derselben kann man aber die Relativität der In* 
aktivierung von Rinderserum unschwer nachweisen. Das äufsert 
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sich so, dafs ein erwärmtes Serum eine bestimmte Menge von 
Vibrionen erst in erheblich gröfserer Menge abtötet als ein 
aktives. Die verschiedenen Sera verhalten sich im Detail nicht 
gleich und allzuviel wurden nicht untersucht (3 mit zwei. 2 mit 
einer Inaktivierungstemperatur durch 1 j 2 Std.). Denn die wesent- 
lichste Versuchsbedingung, die absolute genaue Einhaltung einer 
bestimmten Temperatur während längerer Zeit, gleichzeitig für 
mehrere verschieden hoch zu erwärmende Proben, vermag nur ein 
ziemlich luxuriös ausgestattetes Institut durchzuführen, das leider 
eben nicht zur Verfügung stand. Doch dürften die erhaltenen Resul- 
tate ausreichen. Im allgemeinen schadet die halbstündige Ein- 
wirkung von 49 und 50° noch nichts, aber über diese Temperatur 
hinaus vermag man bereits eine mehr minder deutliche Ab- 
schwäehung der bakteriziden Serumwirkung festzustellen. 



I. Zur Einsaat wird 0,0.') and 0,1 ccm Bouillonkultur verwendet. Von 
einem Auffüllen der Proben auf gleiche» Volumen wurde abgesehen. 

aktives Kinderoerum 

0,0.*, ccm 5 3 2 1 0,75 0,5 0,2 

0,05 » 
0.1 • 
0.1 



II Zur KinBaat wird eine Kochsalzaufschwenimung von 1 Kultur Cholera 
in 1,5 ccm NaCl-Lösung verwendet. 
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0,05 ccm 
0,05 , 
0,05 > 



u-f 2,5 

g 0 
= 

a 

• % + 2,5 
% 0 

/- 

< 4- 2,5 



aktiveB Rinderserum 

1 0,5 0,2 0,1 ccm 

0 0 3200 ca. 20000 
Rindereerum V, Std. 52° 

1 0,5 0,2 0.1 
82 ca. 1000 oo cc 

Rinderserum '/, Std. 54« 

1 0.5 0,2 0.1 



12 ca. 3000 ca. SO 000 co 
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1 ccm 



c 
- 

= 

2 
*> 
sf 



r H> 

e 

-i- 10 



0 0 



0,1 
212 

o,l 

ca. 8000 



+ 10 
43 



III. Zur Kinaaat wird eine Aufschwemmung in 20 com NaCl-Losung 
verwendet. 

aktives Rinder*erum 
6 2,5 1 0,5 0,1 ccm 

0 8 0 0 

KinderHerum Std. 52« 
5 2,5 1 0,5 

0 l 5»H 

Riuderserum '/, Std. 54',.— 55° 
5 2,5 1 0,5 0,1 

29 ca . 2000 ca . 6000 ca 50 » HX> ca . 200 000 
Für hämolytische Versuche ist die Relativität der Inakti- 
vierungstemperatur seit längerer Zeit bekannt, und es sei nur 
auf die Versuche von Gay'), als das vielleicht auffallendste 
Beispiel, hingewiesen. 

Wenn hier ein anscheinend nebensächlicher Umstand durch 
ausführlichere Behandlung hervorgehoben ist, so geschieht dies, 
um auf die prinzipielle Übereinstimmung des Verhaltens der drei 
bekannten Seruniwirkungen auf Choleravibrionen und Cholera- 
substanz aufmerksam zu machen. Für alle drei sind bestimmte 
Hitzegrade nur relativ inaktivierend, aber die Temperatur, die das 
bewirkt, steigt von der bakteriolytischen über die präzipitierende zur 
agglutinierenden Serumreaktion an. Das wird später wichtig werden. 

über Veränderungen der bakteriolytischen Fähigkeiten beim 
Alterwerden des Serums fehlen systematische Untersuchungen. 

Ein EinHufs der Meuge des Serums, wie er bei der Präzipi- 
tation (vgl. S. 341 ) manchmal festzustellen war, war für die 
Bakteriolyse nicht zu bemerken. Die Menge Vibrionen, die 
durch 0,1 ccm Serum vernichtet wurde, starb auch bei Verwen- 
dung von 10 ccm ab. Auch das bei 5H° inaktivierte Serum ver- 
mochte keine wesentliche Abschwächuug der Bakteriolyse, also 
keine Komplementablenkung herbeizuführen. 

I. Einsaat 3 — 5000 Vibrionen aus Agarkultur in Na Cl-Aufscbwemmung 
(l Tropfen). 

+ 0,9 NaOl-Lösung 

-f- 0,8 ■ -f- 0,1 Rinderserum Std. 56° 

4- 0,6 . | 0,3 » 1 , » 56" 

-f 0,4 , -f- 0,5 . » 56 • 



1. 0,1 ccm 

2. 0,1 » 
3 0,1 » 

4. 0,1 . 

5. 0,1 . 



S 
- 



■ 

> L 



£ + 0 



+ 0,9 



56» 



1) Zeniralblatt für Bakteriologie Bd. 40, Nr. 5. 
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II. Einsaat 4—7000 Vibrionen aus Agarkultur in Na Cl- Aufschwemmung 
1 Tropfen) 

0 
45 
202 
70 
469 
103 
9 



1. 0,1 ctm 


i. 


■ 2,5 ccm NaCl-Lösung 






2. 0,1 » 


-o 


-{ 2 , 




+ 0,5 


ccm 


3. 0,1 » 

4. 0,1 . 


a 

s | 


-f- 1.5 » 
+ 1 ' 


> 


+ 1 
+ 1,5 


> 
> 


5. 0,1 . 


PS 


+ 0,5 


» 


+ 2 


> 


6. 0,1 » 


M 


+ 0 » 


> 


+ 2,5 


» 


7. 0,1 - 


05 


+ 0 » 


> 


+ & 


> 



E 2 

£3 r. 

2 - 



III. Kinaaat '/,oo Agarkultur Cholera in 0,05 

1. 0,1 ccm 

2. 0,1 

3. 0,1 

4 0,1 

5 0,1 
6. 0.1 



NaCl-Lösung. 



1. 

Ii 

■ « 



-f 5 


ccm 


NaCl-Lösung 










8 200 


f 4 


> 


> 


-f 1 


ccm 




o 
O 


12300 


+ 3 


> 


» 


f- 2 


> 


S 

a 




7400 


+ 2 


> 


> 


+ 3 


> 


k. 


2 

/- 


6900 


f 1 


> 


: 


■f 4 


• 




10 300 


i- 0 


i 


) 


-}- 5 


> 






6 800 



Auch wenn, wie im III. Versuchsbeispiel, die Bedingungen 
für Bakteriolyse schon sehr ungünstig gestaltet werden, kann 
man von einer Hemmung durch inaktives Serum nicht sprechen. 
Diese Versuche wurden in größerer Zahl und sorgfältig deshalb 
angestellt, weil viel dafür zu sprechen schien, dafs sich auch für 
die Hemmung der agglutinierenden, fallenden und bakterioly- 
tisehen Serum Wirkung durch erwärmtes Serum eine ähnliche 
gesetzmäfsige Reihe ergeben müfste, wie sie bei der Inaktivie- 
rungstemperatur zweifellos besteht. Man würde danach die Ag- 
glutination schon durch relativ wenig, die Präzipitation nur 
durch sehr viel erhitztes Serum, die Bakteriolyse überhaupt 
nicht verhindern können. Ks stellte sich aber später bei Ver- 
suchen, die zu anderem Zwecke gemacht waren, heraus, dais eine 
Bakteriolysehemmung durch höher als t>2— 6.'i° erhitztes Serum 
möglich ist, und dafs die Erwärmungstemperatur eines Serums 
auf dessen hemmende Wirkung für die Serumreaktionen von 
sehr grofsem Einflüsse ist. Diese Frage hätte erst systematisch 
studiert werden müssen, was bisher nicht möglich war und nur 
für Agglutination hat Herr Dr. Braun erst einiges Material ge- 
sammelt. Die Frage nuifs also vorläufig noch offen bleiben. 
Wie die agglutinierende und präzipitierende, so wird auch die 
bakterizide Wirkung des normalen Kinderserums durch vorher- 
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gehende Behandlung mit Choleravibrionen aufgehoben oder ge- 
schwächt. Um die Besprechung nicht allzusehr auszudehnen, 
sei bezüglich der Literatur des vielstudierten Themas der Serum- 
beeinflussung durch Bakterien auf die zusammenfassenden Hand- 
bücher verwiesen. Man kann die Serumbakteriolyse sowohl 
durch lebende wie durch abgetötete Vibrionen zum Verschwinden 
bringen ; nur erstere wurden verwendet. 

I. Es werden hergestellt. 

Nach Std. Aufenthalt bei 



Serum I S ccm aktiven Serum -f- » 



o ,0 l = 6 J 37- 



(Agglutination) werden 



1 r 2 ' -Z 2 j die Proben abzentrifngiert 



111 " : '■ I £w 



und verwendet. 



Zur Einsaat gelangt 0,05 ccru einer Aufschwemmung von 1 Agarkultur 
in 1,5 ccm Naül-Losung. 



aktive« .Serum 


Serum I 


Serum II 


Serum III 


2,5 ccm 0 


0 


0 


X 


1 » o 


7 


ca 10 000 


X 


U,5 . 0 


224 


X 


X 


0,2 . 3200 


«her 10 000 


oc 


X 


0,1 » ca. 20 000 


X 


X 


X 


Genau wie der unter 1 


verzeichnete Versuch 


mit frischen 


aktives Serum 


Serum l 


Serum II 


Serum HI 


2,5 ccm Ü 


0 


ca. 10(100 


X 


1 > 0 


17 


X 


X 


0,5 » 0 


.-> 1 2 


X 


X 



III. Es werden hergestellt: 
Serum I S ccm aktives Serum -f- 1 Agarkultur | 1 , Std. 37°, dabei Agglutina 
, II H > » -f- 2 » \ tion. Zentrifugiert und ver- 

» III 8 . » -f 4 » I wendet. 

Einsaat 0,05 ccm einer Aufschwemmung von 1 Agarkultur in 1,6 ccm 
NaCI Lösung. 

aktives Serum Serum I Serum II Serum III 

2 ccm 
1 

0,5 
0,1 

Die Versuchsbeispiele, deren Vermehrung angesichts ihrer 
Unzweideutigkeit nicht nötig ist, sind klar. Sie betreffen Sera 
verschiedener Wirksamkeit und namentlich das Serum des mit 
III bezeichneten Versuches ist relativ schwach. Es mufs sofort 
auffallen, dafs dieses durch Vibrionen weit stärker als die 

Archiv für Hysterie. Bd. LXIV. 2 * 



ccm 


i> 


!«2 


X 


X 


i 


2 


12 000 


X 


X 


> 


2*00 


X 


X 


X 


» 


20 000 


X 


X 


X 
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anderen beeinflufst erscheint, d. h., dafs die Bakteriolyseabschwä- 
chung um so leichter gelingt, je geringer die bakterizide Kraft 
von vornherein ist. 1 ) Von der Richtigkeit dieses Satzes kaun 
mau sich sofort überzeugen, wenn man untersucht, wie sich das 
viel schwächere Kaninchensernm verhält, das bei viel kleinerer 
Kinsaat — eine grofse ist überhaupt nicht anwendbar — schon 
durch relativ kleine Bakterienmengen unwirksam gemacht wird. 
Durch Zusatz von Immunserum zu Kaninchen- oder Rinderserum 
kann man sofort feststellen, wie die Bakteriolyse verloren geht. 

I. Mit Kaninchenserum werden hergestellt: 
Serum I 2,5 ccm aktives Serum -f- 5 l0 Agarknltur 
(in 0,5 Na Cl-Lösung) 

> II Wie I mit Zusatz von 0,0025 ccm 
CholeraimmuiiMerum 

» III Wie I mit Zusatz von 0,25 ccm Cholera- 



unmunseruni 



»/< Std. 37 °. Dann zentrifu- 
giert und ein Teil «1er 
klaren Flüssigkeit Std. 
auf 60» erhitzt 



L 

2. 

3. 
I 



0,64 Na Cl-Lösung -f- 0,36 ccm Serum I 

0,54 » |-0,36 » » +0,001 ccm 

Choleraimmunserum 
0,54 Na CI-Losung -f 0,36 ccm Serum I + 0,01 ccm 

Choleraimmunserum 
0,64 NaCl-Losung -f- 0,36 ccm Serum I + 0,1 ccm 

CholeraimmunBerum 

Wie 1—4 mit Serum I, das '/, »td. auf 60° er- 
hitzt war. 



Wie 1—4 mit Serum II 



ca. 20 000 



■00 

6 
5 

ca. BOOO 



I 



ca. 10 000 'über 50 00O 



Wie 1—4 mit Seruni III. 



ca. S0O0 



ca. 10000 



150000 
3 
0 

ca. 10 00O 

1 

0 
0 

ca. 10000 
7800 
50000. 



0,7 Na Cl-Lösung -f- 0,3 ccm aktives Kaninchenserum 5360 
0,7 » +0,3 » Kaninchenserum l /.Std.60» -1864 

Die erhitzte Hälfte der Sera II und III Helsen mit und ohne Immun- 
Wachstum zu. 



1) Vgl. dazu die Resultate von Bail (Archiv f. Hygiene Bd. 35), der, 
mit KaniuchenHerum und abgetöteten Bakterien verschiedener Art arbeitend, 
zu dem Schlüsse kam, dafs diejenigen Bakterien das Serum am siarksten 
beeinflussen, deren Widerstandskraft gegen Bakterizidie am gröfsten ist. 
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II. Rinderserum und Kaninchenserum werden mit den gleichen Bak- 
terien in folgender Weise behandelt : 

Rinderserum I 4 ccm -(- V „ Agarkultur Cholera 
II 4 » -f- V', » 
III 4 | 0 

Kaninchenserum I 4 ccm f 4 , 0 Agarkultur Cholera 
II 4 . -\- 
III 4 , -L 0 

Einsaat überall »wischen 10— 15000 Vibrionen aus einer Aufschwem- 
mung von Agarkultur in Na Cl-I>ö8ung. 

I. 0,5 ccm Rinderserum I 0 
> -}- 0,001 ccm Choleraimmunserum 0 

f O.OOOT) > » 0 

ca. 70 000 

v. i ; .„!• i: : ... «■■:>,„ ' i : 49 

2 
0 

\Y : 1 U'.L.UTS. : .Iii ■ \ ' 0 

0 
oc 

-f-0,001 ccmCholeraimmunserum 630 
-f- 0,0005 » 608 

a 

^ ,, 1 -i.i K • i,i... ,r :i„ II { 40 

12K8 
7300 

Wie 1—3 mit Kaninchenserum IC 0 

r 

III. Mit Kaninchenserum werden hergestellt: 
Serum I 2,5 ccm Serum -|- */ M Kultur Cholera 
-f- 0,05 ccm NaCl-Lösung 
Serum II 2,5 ccm Serum -f- * so Kultur Cholera 
-\- 0,0005 ccm Immunserum 
Serum III 2,5 ccm Serum { * , 0 Kultur Cholera 
-|- 0,005 ccm ImmunHeium 
Serum IV 2,5 ccm Serum -f- •/„„ Kultur Cholera 
-f- 0,05 ccm Imuiunserum 
Einsaat ca 12000 Vibrionen aus einer Aufschwemmung von Agarkultur 
in NaCl-Losung. 1 ) 

1) Bei diesen Versuchen int zu berücksichtigen, dafs sich im zentrifu- 
gierten Serum lebende Vibrionen befinden, die nicht vernachlässigt werden 
dürfen. Es sind deshalb diese Versuche mit ösenaussaat hergestellt und 
die Menge Vibrionen, welche eine Öse Serum zu Beginn des Versuches 
nach erfolgter Einsaat enthielt, wurde festgestellt. Sie betrug hier für die 
Sera I— IV: 15000, 2320, 1052, 952. Eür Versuche mit Rinderserum sind 
solche Vorsichtsmafsregeln nicht so nötig. 

24* 




0 



Während '/« Std. Aufenthaltes 
bei 37" tritt in III und IV 
Agglutination ein, die aber 
nach Zerschütteln sich nur 
langsam erneut. Zentrifugiert 
und verwendet. 
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Serum I 


II 


III 


IV 


1. 0.3 ccm Serum -f 0,7 com NaCILösung 


X 


ca. 2000 


980 


850 


2. 0,3 ccm Serum -f- 0,6 ccm Na Cl- Lösung 










-f- 0,001 ccm Choleraimmnnserum 


112 


314 


632 


0 


3. 0,3 ccm Serum + 0,6 ccm Na Cll-ösung 










0,01 ccm Choleraimrounserum 


■1 


17 


0 


8 


4. 0,3 com Serum -j- 0,6 ccm Na Cl-Lösung 










-{- 0,1 ccm Choleraiinmunserum 


210 


60 


0 


0 


Die ariden» Hälfte des Versuches, welche mit V, 


Std. auf 


56— 


60" e 



hitztem Serum I — IV in gleicher Weise angestellt war, zeigte Wachstum 
ohne Hemmung. 0,3 ccm Normalserum tötete diesmal völlig ab. 

IV. Mit Kaninchenserum werden hergestellt: 

Serum I 2,4 ccm aktives Serum + ».,„ ccm Kultur Cholera 4- 0,1 ccm 

inaktives Kaninchenserum. 

Serum II 2,4 ccm aktives Serum 4- »:' so ccm Kultur Cholera 0,1 rem 

inaktives Choleraimmunserum von Kaninchen. 

Serum III 2,4 ccm aktives Serum -f- s ', 0 ccm Kultur Cholera -\- 0,1 ccm 
inaktives Choloraimmunserum vom Pferde > Edith«. 

Nach 1 Std. Aufenthalt hei 37 ü und Zentrifugieren erfolgt die Einsaat 
18- 20000 Vibrionen. 1 ; 

Serum I II III 

1. 0,3 ccm Serum -j- 0,7 ccm NaCI Lösung oc 0 0 

2. 0,3 » i +0,6 > > 

+ 0,001 ccm inakt. Cholerasorum v. Kaninchen 0 0 0 

3. 0,3 ccm Serum 0,6 ccm NaCI Lösung 

-f- 0,01 inakt. Choleraserum v. Kaninchen 8 0 . 20 

4. 0,3 ccm Serum -f- 0,6 ccm NaCI Lösung 

-f- 0,1 ccm inakt. Choleraserum v. Kaninchen 4 ca. 10000 über 10000 
f». 0,3 ccm Serum -(- 0,6 ccm NaCI-Lösung 

4 0,001 ccm inakt. Choloraserum vom Pferde 14 0 0 

6. 0,3 ccm Serum -f- 0,6 ccm NaCM-ösung 

-{- 0,01 ccm inakt. Choleraaerum vom Pferde 0 5 0 

7. 0,3 ccm Sernm -+- 0,6 ccm NaCI Lösung 

f- 0,1 ccm inakt. Choleraserum vom Pferde 0 ca. 8 000 5200 

Inaktivierte Sera I — III ergaben ungehemmtes Wachstum, 0,3 ccm ak- 
tives Serum tötete bis auf 12 Keime ab. 

V. Ks werden von Rinderseren hergestellt : 

Serum 1 6 ccm 4- 2 Agarkulturen Cholera \ Während 1 Std. Aufenthaltes 
„ a iq I bei 37° tritt immer erneute 



II 6 . 4 3 



. Agglutination auf. Zentrifu- 
» III 6 +6 > » J giert und verwendet 

1) Die Bakterienmenge tu Beginn des Versuches betrug für die Öse oc, 
2400-4000, 18—20000. 
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Serum I 


II 


III 


1. 


1 ecra Serum 


39 


ca. 15 000 


ca. 50000 




1 » » + 0,005 ccm Cholera- 










iuimun«erum vom Pferde 


53 


17 


7760 


3. 


1 ccm Serum -f- 0,01 ccm Cholera- 










immunserum vom Pferde 


39 


51 


12 000 


4. 


1 ccm Serum 0,1 ccm Cholera- 










immun»erum vom Pferde 


420 


272 


6968 



Nach Herstellung der Einsaat enthielten die Sera I — III in der ö»e 
8200, 4200, 4500 Keime. 1 ccm Normalrinderaerum tötete 3260 Vibrionen 
völlig ab. 

Die Eigenart der bakteriziden Wirkung des Serums ermög- 
licht sofort eine genauere Analyse der Beeinflussung, welche 
Vibrionen auf das Serum ausüben. Denn deren komplexe 
Natur ist unbestritten. Führt man die Bakteriolyse auf beson- 
dere Stoffe, die Bakteriolysine, zurück, so müssen diese aus zwei 
Anteilen, dem hitzebeständigen Immunkörper und dem hitze- 
enipfindlichen Komplement bestehen, von denen nach der durch 
Ehrlichs Versuche eingeführten Vorstellungsweise, der erstere 
das Herantreten des zweiten eigentlich wirksamen an die Vibrionen 
vermittelt. 

Die Versuche zeigen klar, dafs durch Behandlung eines 
Uinderserums mit lebenden Vibrionen der Immunkörper in erster 
Linie leiden mufs. Denn es hangt von der Menge der Bakterien 
ab, ob ein Serum seine bakterizide Wirkung mehr oder weniger 
oder vollständig verliert. Je immunkörperreicher ein Serum von 
Natur aus (Rinderserum— Kaninchenserum) ist oder durch künst- 
lichen Zusatz spezifischen Immunserums gemacht wird, um so 
mehr Bakterien sind zur Bakteriolysebehinderung notwendig. 

Für die Richtigkeit dieser Folgerung spricht zwingend der 
zweite Teil der hier mitgeteilten Versuche. Denn ein bakterio- 
logisch durch Vibrionenbehandlung unwirksam gewordenes Serum 
erlangt seine Fähigkeit zurück, sobald man durch Zusatz von 
spezifischem Immunserum den verloren gegangenen Immun- 
körper ersetzt. Gewisse Unregelmäfsigkeiten kommen dabei vor 
uud namentlich die sog. Komplementablenkung spielt dabei 
eine grofse Rolle. Aber der weitere Schlufs ist ebenfalls zwin- 
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gend, dafs bei Behandlung eines Serums mit Vibrionen, einer 
Mafsregel also, bei der Bakteriolvse stattfinden mufs und Bak- 
teriolysine in gröfster Menge in Anspruch genommen werden 
müssen, das Komplement wirksam erhalten bleibt. Fafst man 
die oben gegebene Vorstellungsweise Ehrlichs ganz streng auf, 
so bildet dieser Befund einen Widerspruch gegen dieselbe. Denn 
das durch Vermittelung des Immunkörpers an die Vibrionen ge- 
bundene Komplement mufs bei vollendeter Reaktion verbraucht 
worden sein. Aber unbedingt ist das nicht nötig. Denn einer- 
seits kann das Komplement nach Erfüllung seiner durch den 
Immunkörper vermittelten Aufgabe wieder frei oder regeneriert 
werden, anderseits wäre es denkbar, dafs das Komplement auch 
im Rinderserum in einem so grofsen Überschüsse über dein 
Immunkörper vorhanden ist, dafs seine Bindung durch den ge- 
samten Immunkörpergehalt eines Serums noch genug zurück- 
läfst, um weiter wirksam zu bleiben. Die letztere Annahme 
läfst sich allerdings schwer mit der Tatsache vereinigen, dafs 
künstliche Erhöhung des Iinmunkörpergehaltes die Wirkung 
der Bakterienbehandlung eines Serums abschwächt oder be- 
seitigt. 

Wenn im Serum der Immunkörpergehalt durch Bakterien 

bis zum Verschwinden desselben verringert werden kann, so 

verlieren diese anderseits ihr Vermögen, jetzt noch neues Serum 

bakteriolytisch unwirksam zu machen. 

I 1 Agarkultur Cholera wird hei (stärkster Agglutination mit 5 ccm 
aktivem Rinderseruin bei 37° behandelt, nach 1 Std. zentrifugiert, 
der Satz gewaschen (ca. 20 ccm NaCl-Lösung) und zu 1 ccm ak- 
tivem Rinderserum zugesetzt, das nach 1 Std. Behandlung bei 37* 
wieder klar zentrifugiert wird. Es hatte nichte von seiner bakteri 
ziden Wirkung verloren, wahrend 1 Agarkultur normaler Vibrionen 
jede Bakteriolvse von 1 ccm Serum verhindert hatte. 
II. 1 Agarkultur Cholera wird mit 2,5 ccm aktivem Rinderserum wie 
bei I behandelt. Der danach übrig bleibende Satz vermochte 1 ccm 
frisches Rinderserura ebenfalls nicht merklich zu beeinflussen. 

Derartige Ergebnisse sprechen natürlich sehr zugunsten der 
Ehrlichschen Auffassung des Bakteriolysemechanismus; eine 
neuerliche Bindung des Immunkörpers kann nicht mehr statt- 
finden, wenn alle Rezeptoren der Vibrionen schon besetzt sind. 
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Direkt zu widersprechen ist dem nicht; überzeugt man sich aber 
durch ein mikroskopisches Präparat von dem, was aus den ur- 
sprünglichen Vibrionen geworden ist, so kann man auch andere 
Momente für die jetzt abhanden gekommene Wirkung 1 ) der 
Reste verantwortlich machen ; denn wirkliche Vibrionen sind 
eben nicht mehr da. 

Einen ähnlichen Einflute wie die geformte, übt auch die 
gelöste Cholerasubstanz auf die Bakteriolyse des Kinderserums 
aus, indem Vibrionenextrakte sie geradeso wie die Aggluti- 
nation und Präzipitation zu hemmen vermögen. 

I. Versuch mit Kaninchenserum Einsaat '20— HO 000 ; Verglich mit ößen- 



anssaat. 


Knnlnch 


enner. 








1. 


0'25 ccm 






o 








< liok-ruextrakt 






2. 


0,25 


t 


-f 0,01 ccm 




über 50 000 








rhok-raltninu inerutn 
von KttninchtMi 




3. 


0,25 


» 


4- 0,01 . 


+ 0,0001 ccm 


2» WO 


4. 


0,25 


> 


4- 0,01 > 


+ 0,001 » 


0 


5. 


0,25 


> 


-r- 0,01 . 


. 0,01 


0 


»i. 


0,25 


> 


+ 0,1 , 




über 50 000 






<'li(iltT»linmuiiM'nim 




7. 


0,25 


l 


+ 0,1 . 


4- 0,0001 ccm 


» 50 000 


8. 


0,25 


i 


+ 0,1 , 


4- 0,001 » 


1224 


9. 


0,25 


» 


4- 0,1 , 


4- o,oi 


213 



II. Versuch mit Rinderserum und Cholerawasserextrakt. Kleine Ein- 
saat von 3—5000 Keimen, ösenaussaat. 

4- 0,1 ccm Rinderserum 4- 0,2 ccm Rinderserum 



1. 0,0001 ccm Extrakt 0 0 

2. 0,001 i 0 0 

3. 0,01 0 0 

4. 0,05 » » 173(5 68 

5. 0,1 » > qo oc 



Alle Proben waren mit Na Cl Lösung auf das Volumen von 1 ccm ge- 
bracht worden. Rinderserum allein tötete vollständig ab. 



1) Nach Analogie mit später zu beschreibenden Wirkungen der Präzipi- 
tate auf aktives Serum dürften möglicherweise auch solche Vibrionenreste 
noch die Bakteriolyse des Serums beeinflussen können. Eine genaue Unter- 
auchung fehlt. Vgl. S. 416 ff. 
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III. Rinderserum. Einsaat 10 — 12000 Keime, ösenauswaat 

Rii)(Jpr(erum Na l l-I.<>«unR- 

1. 0,1 rem -f 0,9 ecm 0 

Extrakt 

2 U,l . -f 0,8 ■{- 0,IX)1 cem 0 

8. 0,1 . f- 0,8 • 0,01 . 4000 

t Z - tZt t»f ; | 

IV. Ritidernerum. Einsaat 0,05 ecui Kouilluukultur. Die geHarnten 
Prohon nach 4 Std. Aufenthalt hei 37° zu Platten verarheitet 

1. 0,2 cetn aktive« Rinderseruni 0 

2. 0,2 » . t 0,001 rem Extrakt 8 
:l. 0,2 » » • 0.005 ■ » 0 

4. 0,2 > » • 0,01 • » 42 

5. 0,2 . » 0,05 » » 1800 

6. 0,2 . > -4- 0,1 » > ca ."WOOOO 

7. 0,2 > ^ » — 0,15 > » x 

Ausuahmsfälle kamen bei diesen Versuchen keine vor, 
höchstens Schwankungen der Menge des Extraktes, die man 
zusetzen mufste, um ungehemmtes Vibrionenwachstum im Serum 
zu erhalten. Im allgemeinen waren aber 0,05 — 0,1 cem Extrakt 
hinreichend, um 0,1 cem Rinderserum bei gleichzeitigem Zusatz 
und Einsaat unwirksam zu machen. 

Dieses Ergebnis kann man zunächst wieder durch die An- 
nahme von freien Rezeptoren nach Neifser und Shiga zu er- 
klären versuchen. Doch ist, abgesehen von der durch Weil 
genauer studierten Agglutinationshemmung durch Extrakte, gerade 
für Bakteriolyse durch Bail und Kikuuchi gezeigt worden, 
dafs diese Annahme unmöglich ist. Der Hauptversuch dagegen 
ist, dafs bei gleichzeitiger Anwesenheit von Immunkörper, Ex- 
trakt und Bazillen in derselben Flüssigkeit die Besetzung oder 
Sensibilisierung der Bazillen ungehindert stattfindet, was natür- 
lich bei Anwesenheit von freien Rezeptoren, welche die Immun- 
körper an sich reifsen müfsten, nicht möglich wäre. Auch auf 
das Komplement wirkt der Extrakt nicht ein. Dennoch besteht 
ein direkter Zusammenhang zwischen Extraktwirkung und Immun- 
körpergehalt eines Serums. Das beweist einerseits der Umstand, 
dafs man zur Hemmung der Bakteriolyse eines Serums um so 
mehr Extrakt braucht, je immunkörperreicher dasselbe ist, ander- 
seits die sofort zu schildernde Tatsache, dafs nach Behandlung 
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eines Serums mit Extrakt der Immunkörper verschwindet und 
damit auch die Bukteriolyse, die aber durch nachträgliehen Zu- 
satz von Immunserum wieder auftritt. 

Bekanntlich ist dem Studium der Hemmung von Seium- 
wirkungen, namentlich der Hämolyse, durch Bakterienextrakte 
u. dgl. grofse Aufmerksamkeit geschenkt worden, seitdem durch 
die darauf beruhenden Verbuche von Bordet, Gay, Moreschi 
u. v. a. die Existenz von Antikomplementen geleugnet, dann 
aber namentlich durch Wassermann und seine Mitarbeiter 
diese Phänomene für diagnostische Zwecke verwendet wurden. 
So verlockend es wäre, auf diesen Gegenstand, über den sich 
in kurzer Zeit eine kleine Literatur gebildet hat, einzugehen, da 
zweifellos die hier zu erwähnenden Befunde in dieses Gebiet 
hineinfallen, so möge doch die Darstellung rein auf das normale 
Kinderserum beschränkt bleiben. 

Bezüglich der Literatur sei auf die sorgfältige zusammen- 
fassende und kritische Übersicht von Weil hingewiesen. 

Beobachtet man, was in oiner mit Vibrionen besäten Mi- 
schung von aktivem Rinderserum und Extrakt, die mehr oder 
minder bakteriologisch unwirksam geworden ist, geschieht, so 
bemerkt man, wie sie sich nach kurzer Zeit trübt und dann 
einen Niederschlag ausfallen läfst : mit einem Worte, es findet 
Präzipitation statt. Es liegt natürlich nichts näher, als auf die 
Präzipitation das Ausbleiben der Bakteriolyse zu beziehen, was 
sich kurz so ausdrücken liefse, dafs in demselben Serum nicht 
gleichzeitig Bakteriolyse und Präzipitation ungehindert stattfinden 
können. Man kann nun leicht feststellen, dafs die Stärke der 
Bakteriolysehemmung abhängt : 1. bei demselben Serum von der 
Stärke bzw. der Menge des zugesetzten Extraktes. Sehr wenig 
konzentrierte Extrakte hemmen Rinderserum fast gar nicht, kon- 
zentrierte erst von einer bestimmten Dosis an. 2. Bei dem 
gleichen Extrakte von der Stärke der Bakteriolyse des verwen- 
deten Serums. So braucht man in vergleichenden Versuchen 
sehr viel mehr Extrakt um die Bakteriolyse des Rindserums, als 
um die des Kaninchenserums zu hemmen, auch wenn man durch 
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verschiedene hohe Einsaat von Vibrionen für einen Ausgleich 
zu sorgen trachtet. 

Versuch mit dem gleichen Extrakte. Einsaat für Kaninchenserum 9000, 
für Kinderserum (51 000 Vibrionen. 





Serum 


Extrakt 


Kniiinciienserum 


Kinderserum 


L 


0.2 ccm 


4- 0,001 ccm 


7400 


3 


2. 


0,2 i 


f 0,05 > 


gut 100 000 


0 


••{. 


0,2 » 


4- 0,01 


OD 


2 


4. 


0.2 , 


-f 0,05 > 


oo 


0 


:> 


0,2 . 


-f- 0,1 


oo 


95 


i; 


0,2 » 


4- 0,2 


oc 


über 200 000 



Da die Stärke der Serumbakteriolyse sehr wesentlich durch 
den Gehalt an Immunkörpern bedingt ist, und sich Sera verschie- 
dener Tiere hauptsächlich dadurch unterscheiden, so lftfst sich 
von vornherein vermuten, dafs die Konzentration der Immun- 
körper das Entscheidende für die Wirkung der Extrakte sein 
wird. An jedem beliebigen Serum, dessen Immunkörpergehalt 
man durch Zusatz von inaktivem spezifischen Serum erhöhen 
kann, läfst sich das ohne Schwierigkeit zeigen. 

I. Meerschweinchenserum. Die Reihe A enth&lt für jede Probe 0,0001 ccm, 
die Reihe B 0,001 ccm Immnnserum. Einsaat überall ca. 20 000 Keime. 

Meerschweinchenserum A B 

1. 0,25 ccm 0 0 

Extrakt 

2. 0.25 , -f 0,01 ccm 228 0 

3. 0,25 » + 0,05 > oo 528 

4. 0.25 » + 0,1 » oo 9840 

Das Meerschweinchenserum ohne Zusatz von Immunserum lieferte 
40000 Kolonien, Zugabe der geringsten Extraktmenge beseitigte auch diese 
Spur von Entwicklungshemmung. 

II. Kaninchenserum Anordnung wie im Versuche I 

KanincheUKemm A K 

1. 0,25 ccm 0 0 

Kxtrttkl 

2. 0,2;. » -j- 0,01 ciin 0 0 

3. 0,25 . f 0.05 . 22 40 

4. 0,25 > 4 0,1 » 7200 448 

5 0,25 . 4- 0,15 , x ca. 30 000 

Oas Kaninchenserum ohne Immunserum tötete bis auf ca. 200 Kolonien 
ab. 0,05 ccm Extrakt beseitigte die Bakteriolyse vollständig. 
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III. RinderBeruni. Anordnung wie im Versuche I. Einsaat 0,05 ccm 
Rouillonkiiltiiren Cholera. 





KfiiilerMTiini 




A 


H 


(' lohne ImniunM-nimi 


1. 


0,2 (TU) 


i:\truU 


0 


0 


0 


2. 


0,2 


f 0,01 rem 


0 


0 


0 


:;. 


0,8 i 


-f 0,05 > 


Ü 


0 


2400 


1. 


0,2 » 


+ 0,1 


12 


3 


ca. 20 000 


5. 


0,2 » 


-r 0.15 


9000 


4U4 


X 


«J. 


0,2 


-r 0,2 


0C 


a 


X 



Die Stärke der Bakteriolysehemmung durch Extrakte hängt 
aber noch ab S. von der Art des Zusatzes des Extraktes. Die Menge 
desselben, die man braucht, um bei gleichzeitiger Vibrionenein- 
saat die Rakteriolv.se aufzuheben, ist verhftltnismäfsig grofs im 
Vergleich zu joner, die genügt, um denselben Erfolg bei vor- 
zeitigem Zusatz herbeizuführen. 

Es ist bereits erwähnt, dafs Mischung halbwegs gröfserer 

Mengen von Extrakt mit aktivem Rinderserum schnell Trübung 

und Präzipitation herbeiführen. Wartet man nun diese ab, ehe 

man Vibrionen einsät, entfernt ev. das entstandene Präzipitat 

durch Zeutrifugieren, so ist die bakteriolytische Seruinwirkung 

genau so verschwunden wie es bei früher mitgeteilten Versuchen 

die agglutinierende und präzipitierende war. Aber die Menge 

des Extraktes, die bei dieser Anordnung zur Aufhebung der 

Bakteriolyse genügt, ist verhältnismäfsig eine sehr geringe. 

I. Einsaat: 0,05 ccm einer 14 Std. alten Bouillonkultur 

B. Vibrionen erst nach er- 
A. Extrakt u. Vibrionen folgter Präzipitation zuge- 
srrum i:xtmkt gleichzeitig zugesetzt setzt. Nicht zentrifugiert 



1. 0,1 ccm — 0,001 ccm 


0 


372 


2. 0,1 . r- 0,003 > 


0 


408 


3. 0,1 » — 0,006 » 


18 


ca. 20000 


4. 0,1 - -~ 0,01 » 


132 


oc 


5. 0,1 » 0,03 » 


ca. 5000 


00 


6. 0,1 » f 0.OT) > 


oo 


00 


7. 0,1 » ^-0 


0 




II Kinsnat 0,05 ccm Bouillonkultnr. 




1. 0,1 ccm • 0,001 ccm 


2 


60 


2. 0,1 » -f 0,005 > 


0 


2032 


3. 0,1 » • 0,01 


61 


ca 30000 


4. 0,1 . | 0,05 , 


ca. 10000 


X 


5. 0,1 . r ») 


0 
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Der oben erwähnte Satz, dafs in demselben Serum Präzipi- 
tation und Bakteriolyse nicht gleichzeitig stattfinden könnten, 
bedarf daher einer wesentlichen Korrektur: sind geformte und 
gelöste Bakteriensubstanz gleichzeitig in einem Serum vorhanden, 
so richtet sich die Aktivität desselben zwar gegen beide, aber 
sozusagen nur verteilt, mit halber Kraft. Ist nur gelöste Sub- 
stanz (in entsprechender Menge) vorhanden, so richtet sie sich 
dann gegen diese, und für eine nachfolgende Bakteriolyse bleibt 
nichts übrig. Die Beobachtungen an der Präzipitation (vgl. S.348 ff.) 
haben gezeigt, dafs auch das Umgekehrte stattfinden kann, d. h. 
dafs die ganze Serumaktivität für geformte Vibrionensubstanz 
verwendet wird, so dafs eine nachträgliche Präzipitation nicht 
mehr stattfindet. 

Konnte man das Verschwinden der präzipitierenden Serum- 
wirkung nach Bakterienbehandlung noch so erklären, dafs zuerst 
durch eigene Bakteriolysine Cholerasubstanz frei gemacht und 
diese dann durch Präzipitine ausgefällt würde, so ist schlechter- 
dings nicht einzusehen, wieso Vorgänge an der gelösten Vibri- 
onensubstanz, die durch Serumstoffe sui generis veranlafst 
werden, die selbständig vorhandenen Serumbakteriolysine beein- 
trächtigen sollen. Es wäre nun daran zu denken, dafs bei der 
komplexen Natur der Bakteriolysine, die eine, empfindlichere 
Komponente, das Komplement leiden würde, wie man ja an- 
nimmt, dafs dasselbe durch sehr verschiedene heterogene Dinge 
(Behandlung mit Hefe, Aleuronat u. dgl.) beseitigt werde. Es 
läfst sich aber sehr leicht und sicher zeigen, dafs auch beim 
Präzipitations vorgange nur der Immunkörper des Rinderserums 
abnimmt oder verloren geht, während das Komplement nach- 
weisbar bleibt. 

Die Zahl der Versuche, welche diesen wichtigen Punkt be- 
trafen, ist eine sehr grofse. Sie wurden meist in der Art ange- 
stellt, dafs daraus noch ein anderes, nicht minder wichtiges Er- 
gebnis hervorgeht. Bei der Präzipitation eines Extraktes geht 
nämlich nicht nur die bnkteriolytische Kraft des dazu verwen- 
deten Serums verloren, sondern die rückbleibende Flüssigkeit 
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I. 0,75 ccm Extrakt 4 1,5 ccmakt. Rinderserum 
11.0,75 > > T 1,5 > NaCl(peptonhalt ) 
111.0,75 »NaCl-Los.4 1,5 » akt. Rind erserum 



hat auch keinen Hemmungswert für ein frisches Serum mehr, 

d. h. auch die Extraktwirkung wird vernichtet. 

I. Ks werden hergestellt: Die Proben bleib, b. Zimmer- 

temperatur üb. Nacht «teilen. 
Dabei bildet sich in I ein 
starkes typisches Präzipitat, 
das durch Zentrifugieren ent- 
fernt wird. 

Einsaat in alle Proben sehr klein: 3— 7000 Keime. Oseuaussaat. 

NaCl-I.osunjf 
4 0,K5 ccm 
- 0,H5 
4- 0,7 
-f- 0,55 
4 0,7 



1. 
2. 
3. 
I 

5. 
i'. 

7. 
s 



0,15 ccm III 



0,15 
0,15 
0,15 
0,15 
0,15 
0,15 
0,15 

II. 



I 

III 
III 
III 
III 
I 



0,55 



• 0,(5 

i '/,sid <;o" i 0,6 



0 
ao 
312 

I 856 
II » 
II so 
Rinderserum Std. 60 u 464 

• > 30 



j 0,15 ccm I 
4- 0,3 
+ 0,15 

4- o,3 

r 0,25 
■f- 0,25 

Vergleich der Wirkung einer Extrakt- und Vibrionenbehandlung von 
Rinderserum. 

Es werden hergestellt: 
I. 3 ccm akt. Rinderser. 1,5 ccm Extrakt 
II. 3 » ■> » • 2 Kulturen Cholera in 

1,5 ccm NaCl-Lttsg. 

III. 3 > » » -f- 1,5 ccm NaCI-Lösung 

IV. 3 » NaCl-Losung 1,5 » Extrakt 

Einsaat 6—9000 Keime. 

Na</M<Anuug 



1 Std. 37°. In I Trübung u. 
Fällung, in II stärkste Ag 
glutination. Zentrifugiert 
und verwendet. 



1. 0,15 ccm III i- 0,85 ccm 






0 


2. 0 15 


» 


I -f 0,K5 , 








über 100000 


8 0,15 


9 


III 4- 0,65 » 


-(- 0,2 ccm 


I 




207 


4. 0,15 


> 


III 4- 0,55 » 


4- 0,3 » 


I 




248 


5. 0,15 


» 


III -r- 0,65 , 


4 0,2 . 


IV 




5840 


6 0,15 




III - 0,55 . 


4 0,3 . 


IV 




27800 


7. 0,15 


» 


I 4- 0,75 , 


4 0,1 . 


Rinderserum '/, Std. 60« 


864 


8. 0,15 


> 


I -u 0,6 , 


4- 0,25 » 




> > 


192 


9. 0,15 


» 


1 -f 0,35 , 


4 0,5 » 




» » 


1040 


10. 0,15 


> 


I f 0 , 


+ 0,85 , 




> » 


3200 


11 0,15 




II 4 0,85 » 








über 100000 


12. 0,15 


» 


III 4 0,65 » 


j 0,2 » 


II 




17 


13. 0,15 


» 


III 4- 0,55 » 


-r 0,3 


II 




12 


14 0,15 




II - 0.75 » 


4 0,1 . 


Rinderserum 1 Std. 60° 


328 


15. 0,15 


> 


II 4- 0,6 » 


4- 0,25 » 




» > 


992 


16. 0,15 


> 


II 4- 0,35 » 


4-0,5 , 




> » 


ca. 4000 


17. 0,15 


» 


II -r- a 


+ 0,S5 . 




» » 


2040 


18. 1 


> 


Rinderserum 


V. Std. 60«. 






über 100000 



Digitized by Google 



374 



Theorie der Serumaktmtät. 



Mit den gleichen Proben wurde ein PrftzipitationHversurh angestellt, 
der ergab, dal's bei Zusatt von frischem Extrakt die Probe I u. II nicht mehr 
oder (II) nur minimal noch präzipitierten. Die Ergänzung von II mit inaktivem 
Rinderserum gelang, die von I nicht. 

Man sieht sofort, dafs die Behandlung eines Rinderserums 
mit Vibrionen zwar die Bakteriolyse völlig aufhebt, dennoch aber 
keine hemmenden Extrakte ergibt, wie auch auf diese Weise 
(vgl. S. 332) keine fällbaren Cholerastoffe durch Präzipitation nach- 
weisbar werden. Die Ergänzung der verlorenen Bakteriolyse 
mit erhitztem Kinderserum gelang in diesem und auch noch 
anderen Versuchen recht zufriedenstellend. Dafs in anderen 
Versuchen Mifserfolge zu verzeichnen waren, hat seinen Grund 
wahrscheinlich darin, dafs bei der Benutzung inaktivierten Nor- 
malserums auf den Erhitzungsgrad nicht mit genügender Sorg- 
falt geachtet wurde. Auf diesen scheint aber sehr viel anzu- 
kommen, indem im allgemeinen höher erwärmte Seren schlechter 
ergänzen, ohne dafs man deshalb von einem Zugrundegehen der 
Immunkörper reden könnte. Systematische Versuche darüber 
stehen aus; die Möglichkeit einer Reaktivierung der Bakteriolyse 
der mit Extrakt behandelten Sera wird aber durch Versuche 
mit Immunseren über jeden Zweifel sichergestellt. 

I. Es werden hergestellt: 
L 2 ccm Rinderser. -f 0,4 ccm Extr. -f- 0,6 ccm XaCl-Lösg.l Präzipitation. Das 
II. 2 » ► — 1 » » + e l Präzipitat nicht 

III. 2» » • 0 +1» » ) abzentrifugiert. 

Einsaat 16 -20 000. 

von I von II von III 



0,3 ccm 0,1 ccm XaCl 640 


ca. 20000 


120 


0,3 > -f- 0,0001 ccm Imniunserum 0 


4480 


fi 


0,3 • -h 0,0005 > > 6 


3220 


0 


0,3 • i 0,001 » » 320 


20 


l» 


0,3 » f 0,0Uf. » » 5 


420 


0 


0,3 , > 0,01 » . 0 


142 


0 



II. Eh werden hergestellt: 

akt. Klntlcm-r. Extrakt NrCM-«wk. 

I. 2 ccm 4~ o,l ccm -f~ 0,4 er in 

II 2 » > 0,2 » 0,n » IStd. 37°. Die Proben I — III zeigen 

III. 2 > -j 0,") » — Ö > typische Präzipitation, werden klar 

IV. 1 , > ü • 1 » zentrifugiert und verwendet. 

N»<'ll.i.^ 

V. 2 ccm -f- <),r> » -j- 0 



Vou Prof. Dr. Oskar Bail u. Privatdozent Dr. Edmund Hoke. 375 



Einsaat 0.0f> ccm einer ca. 12 Std. alten Kouillnnkultur 
satner Extrakt. 

von I 

0,25 ccm ■ 0,1 rem NaCl Losung 5t>2 
0,25 » 0,0001 ccm Choleraimmunserum 0 
0,25 • ■ 0,001 . 0 
0,25 --f0,01 i 0 



Sehr wirk- 



von II von III von IV 
ca. 10000 ce 0 
240 * 0 

0 ca. 15000 0 
0 700 u 



0,25 ccm von IV 0,05 ccm von III (' . Std. auf W* erhitzt i 
0,2» 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 



IV -f 0,1 . 

IV — 0,5 » 

IV 4 0,05 » 

IV + 0,1 > 

IV • 0,5 • 

III. Es werden hergestellt : 
lUndersenim ExtTakt N»< 'I-Msung 
0,4 ccni ! 0,0 ccm 
1 < 0 

e »4-1 



III 
III 

V 
V 
V 



> 

: 



(I 

4 

328 
ca 8000 

rxi 



l. £ ccm 

II. 2 » 

III. 2 . 

IV. 2 ccm (-- 



1 



Über Nacht bei Zimmertemperatur 
entstehen in I und II mächtige 
Niederschlage, die abzentrifugiert 
werden. 



Einsaat 0,05 ccm Houillonkultur 
0,3 ccm -f- 0,1 ccm Na Cl- Losung 



von I 
4480 



0,3 
n,3 
0,3 
0,3 



■ 0,0001 ccm Choleraimmunserum 0 

» -f 0,0005 * » 8 

» 4- 0,001 » 2 

» — 0,005 » » 0 

von Serum III 



von II 
ca. 300000 
5120 
320 
'•60 
«4 



0,3 ccm 


4- 0,1 ccm 


NaCl 


0 


0,3 , 


• - 0,005 ccm Cboleraimmunaerum 0 


0,3 


4- 0,15 » 


von II 


0 


0,8 » 


4- 0,3 • 


II 


1280 


11,3 . 


f- 0,6 


» II 


6200 


0,3 . 


- 0,15 » 


» IV 


530 


0,3 » 


• 0,3 


» IV 


17400 


0,3 » 


t 0,0 


IV 


über 300000 



L 
II 
III. 
IV. 



IV. Es werden hergestellt: 

2 ccm Rinderser. — 1 ccm Extr. f- 1 ccm NaCl Losg. 
2 » » r-2 > > 4 Ö » 

4 » » - 8 > » 4- 2 » 

2 » NaCI-Lösg. f- 2 



0,4 ccm -j- °.l ccm NaCl-Lösung 

0,4 » 0,0005 ccm Choleraimmunsera 

0,4 » 0,001 » 

0,4 . 0,005 

0,4 » + 0,01 



von I 

OB 

20—30000 
1840 
3000 ( 
1280 I 



Über Nacht ent- 
stehen in I u. II 
mächtige Nieder- 
schläge, d. abzentri- 
fugiert werden, 
von II von III 
oc 
<x 

20 3t »000 
10000 und 
darüber 
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0,4 ccm Serum III 4- 0,2 com von 


1 -f 0,4 


ccm NaCI Lösung 


o 


0,4 . 


> 


in -f o,4 . » 


I f 0,2 


> > 


640 


0.4 . 


> 


III | 0,6 » » 


I i. n 


> » 


cu. 10000 


0,4 » 


> 


iii + o,a » » 


Ii r 0,4 




» 10000 


0,4 . 


i 


III f 0,4 . » 


II {- 0,2 


: : 1 


über 20000 


0,4 . 


> 


III -j- 0,0 , , 


II T 0 




0,4 • 


> 


III -r 0,2 . . 


IV - r 0,4 


: : I 


ca. 20-60000 


0,4 . 




III — 0,4 . . 


IV -f 0,2 






0,4 . 




III -j- 0,(5 » i 


IV -f H 




00 


0,4 . 


» 


III + 8 . . 


iv + (),<; 


» • 


0 



Das Ergebnis ist bei einfachster Darstellung folgendes: 
Durch Zusatz gelöster Cholerasub.stanz zu aktivem Rinderserum 
entsteht Präzipitation. Ist diese erfolgt, so hat die bakterioly- 
tische Fähigkeit dos Serums gelitten oder ist vernichtet und 
zwar, wie sich zeigen läfst, durch Verminderung oder Verlust 
des hitzeboständigen Anteils der Serumwirkung, also des Immun- 
körpers. Der hitzeunbeständige, das Komplement, bleibt aber 
nachweisbar. Ob und in welchem Grade er vermindert ist, 
läfst sich natürlich nur sehr schwer entscheiden. Durch den 
Präzipitationsvorgang ist aber auch die bakteriolysehemmende 
Wirkung der gelösten Cholerasub.stanz verloren gegangen, die 
in Kontrollen sofort hervortritt, wo die gleiche Menge Extraktes 
statt mit Serum mit einer indifferenten Flüssigkeit verdünnt 
wurde. Dafs es sich tatsächlich dabei um eine Wirkung der 
Serumaktivität, nicht der sonstigen Serumbestandteile handelt, 
erkennt man leicht durch Versuche, wie der folgende: 
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Wenn man, um ein ganz simples Beispiel zu wählen, eine 
Cl-Lösung mit einer Ag Lösung mischt und man sieht, wie unter 
Bildung eines unlöslichen Niederschlages sowohl Cl als Ag ver- 
schwinden, so hesteht kein Zweifel darüber, dafs sich beide, 
vorläufig chemisch unwirksam, im Niederschlage finden müssen. 
Es liegt kein Grund vor. bei der Cholerapräzipitation anders zu 
schliefsen: auch hier mufs die Cholerasubstanz mit dem physi- 
schen Träger des hitzebeständigen Anteils der Serumaktivität 
zu einer unlöslichen Verbindung, dem Präzipitate, zusammen- 
getreten und dadurch die entgegengesetzte Wirkung der ge- 
mischten beiden Flüssigkeiten verloren gegangen sein. Das 
gibt, kurz formuliert, den Satz, dafs Präzipitation nichts anderes 
ist als das Zusammentreten von Serumimmunkörper mit Cholera- 
substanz zu einer unlöslichen Verbindung und zwar unter be- 
sonderen, dem Studium zugänglichen Verhältnissen. Das wich- 
tigste davon ist die Rolle des sog. Komplementes. Dieses mufs 
einen wesentlichen Anteil bei dem Entstellen der Verbindung 
haben. Denn wenn es zerstört ist, so bleibt die Präzipitation 
aus, aber auch der zugesetzte Extrakt erfährt keine Einbufse 
an seiner bakteriolvsehemmenden Wirkung, wie sie aktives Serum 
so schön hervorbringt. 

Wenn alter die Koniplementwirkung nach Beseitigung der 
Bakteriolyse durch Extraktpräzipitation noch vorhanden bleibt 
und jederzeit durch eine geeignete Versuchsanordnung nachge- 
wiesen werden kann, so kann das Komplement, als reale Sub- 
stanz betrachtet, nicht mit in die Verbindung von Immunkörper 
und Bakteriensubstanz eingetreten sein, obwohl es zu deren Ent- 
stehung notwendig war. Hierfür gibt es nur eine sofort erkennt 
liehe Analogie, wenn man dem Komplemente die Natur eines 
Katalysators, eines Fermentes zuschreibt. Während man aber 
im Beispiele von Cl und Ag jederzeit in der Lage ist. das ver- 
schwundene Ag und Cl durch Analyse des Niederschlages nach 
zuweisen, ist ähnliches bei der Präzipitation augenblicklich noch 
nicht möglich. Deshalb bleibt eine andere Annahme noch mög- 
lich. Gesetzt, es wäre der Immunkörper in einer Art kolloidalen 
Lösung vorhanden und der Zusatz von Extrakt verändere den 
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Zustand der Flüssigkeit derart, dafs er nicht mehr gelöst hleibon 
kann, so kommt es zu einem Ausfallen desselben. Dem steht 
allerdings die offenkundige quantitative Gesetzmäfsigkeit des 
ganzen Vorganges entgegen und besonders das Verschwinden 
auch des anderen Teils der reagierenden Substanzen. Aber bei 
der dürftigen Bekanntschaft mit diesen ist es doch angezeigt, 
zu berücksichtigen, dafs sie z. B. durch Adsorption u. dgl. ver- 
mindert werden könnte. Abgesehen aber von der Schwierigkeit, 
die Natur der Komplemente zu erklären, lassen sich auch ge- 
wisse Gesetzmäßigkeiten der Vorgänge aufweisen, welche die 
erste Annahme fast sicher machen. 

Vorher mufs aber noch eine, schon in den bisher beschrie- 
benen Versuchen bisweilen hervortretende Erscheinung erwähnt 
werden, die sich so ausdrücken läfst, dafs bei Anwesenheit von 
gelöster Cholerasubstanz in einem bakteriolytischen Rinderserum 
und Zusatz von Immunserum sehr leicht die sog. Komplement- 
ablenkung eintritt, die bei normalem Rinderserinn erst durch 
einen grofsen Überschufs von spezitischen Immunköipern zu er- 
reichen ist. 
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Ks läfst sich also zwar die durch Extraktpräzipitation ver- 
loren gegangene Kaktcrioly.se leicht durch Zusatz von spezi- 
fischem Imraunseruni ergänzen und wiederherstellen, aber voll- 
ständig normale Zustände kehren in das so behandelte Serum 
nicht zurück. Selbst dann, wenn die Bakteriolyse nur ge- 
schwächt, aber noch lange nicht aufgehoben war, bewirkt nur 
eine innerhalb gewisser Grenzen sich bewegende Menge von 
Immunserum wieder Bakteriolyse; wird diese überschritten, so 
stellt sich Wachstum der eingesäten Vibrionen ein. Die Grenzen 
für den Immunserumzusatz sind um so enger gezogen, je mehr 
Extrakt zur Ausfäll ung des Serums ursprünglich verwendet 
worden war. Wird, wie schon aus früheren Versuchsbeispielen 
zu ersehen ist (S. 375 Nr. IV), von vornherein zu viel Extrakt 
dem Serum zugesetzt, so gelingt eine Wiederherstellung der 
Bakteriolyse überhaupt nur unvollständig oder gar nicht mehr. 

Offenbar liegt hier eine ganz neue Form des Phänomens 

der Komplementablenkung vor, welche, allen Erklärungsver- 
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suchen zum Trotz, noch durchaus rätselhaft ist. Das gröfste 
Verdienst um Feststellung dieses merkwürdigen Verhaltens der 
Serunibakteriolyse kommt Neifser und Weehsberg zu. Ihr 
Erklärungsversuch nimmt an, dafs die im Uberschusse vorhan- 
denen Immunkörper das Komplement an sich fesseln, dabei 
aber nicht genügende Avidität zum Vibrionenrezeptor haben, 
so dafs das fertig gebildete Bakteriolysin nicht an die Vibrionen 
herantreten kann und deshalb in der Flüssigkeit nutzlos verbleibt. 

Von anderen Untersuchern sind Bordet und Gengou 1 ), 
Gengou 2 ), Gay 3 ) u. a. zu erwähnen. 

Versucht man, den Begriff der Komplementablenkung kurz zu 
definieren, so gelangt man zu dem Satze, dafs eine sonst mögliche 
Serunibakteriolyse durch einen gröfsereu Überschufs von Immun- 
körpern aufgehoben wird. Da das Komplement in einem solchen Ver- 
suche als konstanter Faktor angesehen und behandelt werden kann, 
so heifstdas, dafs seine Ablenkung erfolgt, sobald ein Mifsverhältnis 
zwischen ihm und dem Immunkörper, zugunsten des letzteren 
eintritt oder ganz allgemein, dafs ein Überschufs des einen rea- 
gierenden Teiles die Reaktion hemmt ; denn die vorhergehenden 
Ausführungen berechtigen zu dem Schlüsse, dafs der Immun- 
körper, mag man sich seine Konstitution wie immer vorstellen, 
tatsächlich ein realer, nicht nur ein funktionell konstruierter 
Bestandteil des Rinderserums ist, der an der Reaktion direkt 
beteiligt ist. 

Geht man etwas weiter, so bemerkt man, wie auch für die 
Agglutination und Präzipitation durch Rinderserum die gleichen 
Verhältnisse gelten. Es ist bereits hervorgehoben, dafs in einigen 
Fällen ein Mifsverhältnis zwischen dem Choleraextraktc und den 
aktiven Rinderseren ein Ausbleiben oder doch eine Verzögerung 
der Präzipitation zur Folge hatte. War aber das Serum seines 
Komplementgehaltes beraubt (durch Erhitzen), so hemmte es immer. 
Bekanntlich nimmt man an, dal's Agglutinine und Präzipitine, 
namentlich des Immunserums, eine ähnliche Konstitution haben 

1) Annale» di- l'Institnt Pastcur 1901, Bd. lf>. 
2,i Ebenda, 1902, Band IG. 

.".) (iay, ZentralUatt für Bakteriologie Bd. 39, Nr. 5. 
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wie die Bakteriolysine. Bei allen setzt man eine bindende, die 
Reaktion einleitende und eine fällende oder zusammenballende 
oder lösende, die Reaktion eigentlich durchführende Gruppe voraus. 
Der Unterschied zwischen Agglutininen und Präzipitinen einerseits, 
Bakteriolysinen (und Hämolysinen als besondere Stoffe gedacht) 
anderseits besteht nur darin, dafs bei den letzteren die bindende 
Gruppe eine so grofse Selbständigkeit gewonnen hat, dafs sie 
sich nicht nur isolieren, sondern auch jederzeit leicht wirksam durch 
verschiedene Komplemente ergänzen läfst. Für Agglutinine und 
Präzipitine gelingt wohl die Isolierung der bindenden Gruppe 
durch Hitze, Altern des Serums, verschiedene chemische Mittel, 
nicht so leicht aber die Ergänzung. Dennoch läfst sich die 
Möglichkeit für Agglutinine nachweisen und danach ist auch 
für Präzipitine eine solche Annahme erlaubt. 

Die isolierten ,, Immunkörper" für Agglutination und Präzi- 
pitation sind aber nichts anderes als die Agglutinoide und Prä- 
zipitoide, deren theoretische Aufstellung 1 ) aus verschiedenen 
Gründen notwendig wurde, namentlich wegen der Hemmung, 
welche sie dem normalen Reaktionsablaufe bereiten. Setzt man 
aber einem fertigen Agglutinin, das bindende und fällende 
Gruppe enthält (Immunkörper und Komplement der Agglutination) 
Agglutinoide (isolierte Immunkörper) hinzu, so entsteht dasselbe 
wie bei der baktoriolytischen Komplementablenkung, d. h. Über- 
schufs der Bindungs- über die Fällungsgruppe. Die Analogie 
ist so auffallend, dafs man weiter schliefsen mufs, es könnte 
auch hier der Immunkörper für Agglutination und Präzipitation 
in die Reaktion eintreten und ein Überschufs daran machte die 
Reaktion selbst unmöglich. 

Obwohl streng genommen nicht hierher gehörig, sei doch 
gleich in diesem Zusammenhange darauf hingewiesen, dafs die 
Reaktionen zwischen Serum und Bakterien noch auf eine ent- 
gegengesetzte Weise gehemmt oder ganz verhindert werden 
können. Werden zu viel Bakterien bzw. Bakteriensubstanz an- 

1) Siebe darüber die Literatur bei Kraus und Pal tauf (Handhucb 
von Kol le -Wassermann: und Eisenborg (Zentralblatt für Bakteriologie 
Bd. 40, Nr. 1 ff.) 
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gewendet, so bleiben Agglutination, Bakteriolyse und Präzipi- 
tation mehr oder weniger vollständig aus. Noch wichtiger aber 
ist die Feststellung, dafs die gelöste Cholerasubstauz der Extrakte 
das Geschehen an der geformten Vibrionensubstanz verhindert. 

Daraus folgt aber, dafs bei gleichbleibenden Serum (Immun- 
körper und Komplement) ein Überschufs der fremden mit dem 
Serum reagierenden Substanz ebenfalls die Reaktion verhindert; 
denn dafs die Substanz der Choleravibrionen, an der sich alles 
abspielt, in die Serumreaktion eintreten mufs, bedarf nicht erst 
der Begründung. Da aber mindestens die Hemmung der Serum- 
aktivität für geformte, morphologisch bestimmte Cholerasubstanz 
sehr gut durch gelöste, gestaltlich nicht mehr determinierte her- 
beigeführt werden kann, so folgt: dafs zwischen beiden ein prin- 
zipieller Unterschied in bezug auf die Beeinflussung des Serums 
nicht besteht. In diesen Deduktionen liegen genug Anhalts- 
punkte für eine theoretische Auffassung der Serumaktivität. 

Die vorhin gegebene Darstellung der Komplementablenkung 
ist natürlich nur eine Umschreibung der tatsächlich vorliegenden 
Verhältnisse. Danach mufs es zwei Mittel geben, um in einem 
Serum Komplementablenkung hervorzurufen. Denn ein über- 
schufs des Immunkörpers über das Komplement kann ebenso 
gut durch Zusatz dos ersteren, wie durch teilweise Wegnahme 
des letzteren herbeigeführt werden. Das einfachste Mittel einer 
Komplementverminderung ist aber die Erhitzung eines Serums 
und nichts hindert, die sog. Inaktivierung als eine Komplement- 
ablenkung aufzufassen, bei der so viel Komplement entfernt ist, 
dafs der im wesentlichen intakt gebliebene Immunkörper jetzt im 
relativen Überschusse zurückbleibt. Darauf wird noch später einzu- 
gehen sein, ebenso wie auf die Erklärung des besonderen Falles 
der Komplementablenkung in einem Serum, das vorher mit 
Choleraextrakt behandelt wurde. 

Theorie und Gesetze der Serumaktivität. 

Es sei diejenige Seite der Serumaktivität, welche die ein- 
fachsten und durchsichtigsten Verhältnisse darbietet, die präzi- 
pitierende, zum Ausgangspunkt für die folgenden Überlegungen ge- 
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nommen. Bei der Mischung zweier Lösungen, des Rinderserums 
und des Choleraextraktes, entstellt ein Niederschlag und nach 
Beseitigung desselben ist das Rinderserum reaktionsunfähig ge- 
worden und die gelöste Substanz des Vibrionenextraktes läfst 
sich nicht mehr nachweisen. Der ganze Vorgang zeigt, wie be- 
reits oben erwähnt wurde, eine so ausgesprochene Analogie mit 
den einfachsten chemischen Prozessen, dafs man zu dem Schlüsse 
berechtigt ist, es müsse sich das, worauf die Aktivität des Serums 
und die Fällbarkeit des Extraktes beruhe, im Niederschlage 
wiederfinden lassen. Nur ist eine Analyse desselben hier nicht 
wie bei chemischen Reaktionen ohne weiteres möglich. 

Der Aktivitätsverlust des Serums ist ein vollkommener, 
d. h. erstreckt sich auf jede Seite der Serumtätigkeit, und es 
kommt dabei nur auf die Menge und Stärke des verwendeten 
Extraktes an. 

Die genauere, begreiflicherweise für die Bakteriolyse am 
leichtesten durchführbare Analyse ergibt, daJ's vom Serum der 
Immunkörper verloren gegangen ist, während das Komplement 
erhalten und unter besonderen Umstanden vollständig nachweis- 
bar bleibt; aus dem Extrakte ist die fällbare Substanz ver- 
schwunden und diese beiden Stoffe müssen also in den Nieder- 
schlag übergegangen sein, wo sie vermutlich eine neue, weil 
unlösliche Verbindung bilden. Danach ist die Präzipitation 
eines Choleraextraktes durch Rinderseren nichts anderes als die 
unter sinnfälligen Erscheinungen sich vollziehende Verbindung 
des Serumimmunkörpers mit Cholerasubstanz. 

Ein weiterer Versuch lehrt aber, dafs diese Verbindung ge- 
wisser Bedingungen zu ihrem Zustandekommen bedarf. Denn 
wenn man ein Serum erhitzt, so vermag es Choleraextrakt nicht 
mehr zu verändern, der Immunkörper, der sonst, durch Bakterio- 
lyse nachweisbar, verloren geht, bleibt erhalten und Nieder- 
8chlagbilduug erfolgt auch bei tagelangem Stehen der Proben 
nicht. Daraus folgt, dafs Serumimmunkörper und Cholerasub- 
stanz nur eine sehr geringe Verwandtschaft zueinander haben 
und anscheinend unverändert in gelöstem Zustande in derselben 
Flüssigkeit nebeneinander existieren können. Ihro Vereinigung 
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bedarf erst eines besonderen Anstofses und diesen liefert ein 
nur im aktiven Rinderserutn befindliches Etwas, das Komple- 
ment. Das führt sofort zu Vorstellungen über die Natur des 
Komplementes, die jedermann geläufig sind. Das Komplement 
wirkt als Katalysator, der im .Sinne Ostwalds eine Reaktion, 
die sonst nur sehr langsam, oft unmerklich langsam zustande- 
kommt, beschleunigt. 

Dereinfachste Beweis dafür bestünde darin, dafsman ein Serum, 
das entweder durch Immunkörper oder durch Komplementverlust 
unwirksam geworden ist, wieder zu reaktivieren versucht, im ersten 
Kalle durch Zusatz von Immunkörper, im letzten durch den 
von Komplement. Namentlich der letztere wäre wichtig. Voll- 
standig und sicher ist der Versuch, ein an sich ungeändert 
bleibendes Gemisch von erhitztem Rinderserum und Cholera- 
extrakt durch Zusatz von Komplement zur Präzipitation zu 
bringen, noch nicht gelungen. Wohl deshalb, weil das Komple- 
ment, das in reinem Zustande für sich allein wirkungslos sein 
müfste, in dieser Weise nicht herzustellen ist. Zwar findet sich, 
besonders bei hämolytischen Versuchen, der Ausdruck „Kom- 
plementzusatz , ' ganz allgemein, aber er ist deswegen nicht 
richtig. Man kann aus einem Serum den Immunkörper leicht 
physiologisch rein isolieren, aber nicht das Komplement. Was 
als solches bezeichnet und angewendet wird, ist immer aktives 
Serum, d. h. Immunkörper und Komplement. Nimmt man 
solches von fremden Tieren, so ändert man die Verhältnisse in 
einer zurzeit noch gar nicht abzuschätzenden Weise und tat- 
sächlich hat sich bisher kein Serum eines Tieres finden lassen, 
das, ohne selbst zu präzipitieren, ergänzend gewirkt hätte. 

Es müssen daher die Beweise für die katalvsatorische Natur 
des Komplementes auf indirektem Wege geführt werden. Dazu 
kann man sich leicht der Bakteriolyse als Indikator bedienen. 
Denn es ist ganz zweifellos, dafs derselbe bakteriologisch wirk- 
same Immunkörper sowohl durch Behandlung eines Rinder- 
serums mit Bakterien wie mit Extrakt entfernt wird ; denn in 
beiden Fällen läfst sich durch Zusatz von inaktivem Immun- 
serum, öfters auch nur von inaktiviertem Rinderserum die 
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Bakteriolyse wiederherstellen. Das Komplement ist also trotz 
der stattgehabten Reaktion erhalten geblieben, es ist nicht direkt 
in dieselbe eingetreten, ein Verhalten, das gerade für katalytisch 
wirkende Stoffe, für Fermente typisch ist. 

Auf diese Weise könnte man auch das Komplement physio- 
logisch rein zu gewinnen versuchen. Denn dieses mufs zurück- 
bleiben, wenn der Immunkörper aus einem Rinderserum durch 
Behandlung mit Bakterien O'ler durch Präzipitation mittels 
Extraktes ausgefallt wird. Für die Bakteriolyse gelingt das 
ohne weiteres, wie die früher angeführten Beispiele zeigen, für 
die Agglutination durch normales Rindeiserum hat Herr Dr. Braun 
auf diesem Wege schöne Erfolge erzielt, welche die komplexe 
Natur der Normalagglutinine beweisen, und es ist zu hoffen, 
dafs auch die Ergänzung der Präzipitation nur eine Frage der 
nächsten Zeit sein wird. 

Dennoch sind Flüssigkeiten, welche anscheinend nur Kom- 
plement enthalten, nichts weniger als rein, und der Grund dieser 
Unreinheit bildet gleichzeitig den zweiten Beweis für die kata- 
lytische Wirkung des Komplements, welcher auf dieser Über- 
legung beruht. Vorhin wurde gesagt: da der Immunkörper 
eines erhitzten Serums neben der fällbaren Substanz eines 
Choleraextraktes anscheinend ohne jede Veränderung existieren 
und gelöst bleiben kann, so müssen beide Stoffe nur ein sehr 
geringes Vereinigungsbestreben haben, das erst durch einen 
Katalysator sozusagen geweckt wird. Jetzt kann man schliefsen: 
wenn die erst unter katalytischem Einflute stattfindende Ver- 
bindung zwischen Immunkörper und Cholerasubstanz jenen Ge- 
setzen folgt, welche für die Verbindung wenig verwandter Stoffe 
Geltung haben, so sind sie eben wirklich nur wenig verwandt 
und wenn das Komplement allein ihre Vereinigung zu bewirken 
vermag, so ist es ein Katalysator. 

Die Verbindungen wenig verwandter Stoffe folgen dem 
Guldberg- Waageschen Konzentrationsgesetze, wobei die Kon- 
stante der Formel, welche das Gesetz ausdrückt, eine endliche 
Zahl ist. Es müssen daher bei bestimmter Temperatur, bei 
Erlangung des Gleichgewichtes nebeneinander die fertige Ver- 
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bindung (das Präzipitat) und die Stoffe, aus denen sie entsteht 
(Serumimmunkörper und gelöste Bakteriensubstanz) in der Flüssig- 
keit nachweisbar sein. Dieser Nachweis läfst sich führen, indem 
man zeigen kann, dal's unter allen Umständen Extrakt in gröfserer 
oder geringerer Menge nach Beendigung der Präzipitation durch 
Rinderserum in Lösung geblieben ist. Die Methodik beruht auf 
folgender Überlegung: Versetzt man Serum mit Choleraextrakt, 
wartet die vollständige Präzipitation bei 37 0 ab und entfernt das 
Präzipitat, so enthält die Flüssigkeit noch die unverbundenen 
Mengen des Sorumimmunkörpers und der Vibrionensubstanz, so- 
wie das Komplement. Letzteres kann man durch Erwärmen 
auf 60° leicht ausschalten. Die zurückgebliebene, unverbundene 
Vibrionensubstanz wird dabei nicht nachweisbar verändert und 
vermag noch die Bakteriolyse eines frischen Kinderserums zu 
hemmen. Die Hemmung mufs aber viel schwächer sein als die, 
welche durch die entsprechende Menge eines nicht ausgefällten 
Extraktes hervorgerufen wird, und aus der Differenz kann man 
den verloren gegangeneu und den noch erhaltenen Teil der 
Bakteriensubstanz erschliefsen. Den in der Mischung überdies 
noch vorhandenen Serumimmunkörper kann man ohne jeden 
Nachteil für das Gelingen des Versuches vernachlässigen. Es 
empfiehlt sich dagegen nicht, dieselbe auf 70—75° zu erwärmen, 
wie dies anfänglich öfters versucht wurde, da durch diese Tempe- 
ratur zwar die Immunkörper des Normalserums meist unwirksam 
werden, dabei aber auch Veränderungen vorgehen müssen (solche 
Sera werden an und für sich sehr stark hemmend), die man zur- 
zeit noch nicht beurteilen und abschätzen kaun. 



I. Es werden hergestellt: 
I. lcrm akt. Kinderser . -f-0,25mn Extr. + (),25ccm NaCI.-Löu. 



II. 


» > » j 0,5 > 


» +9 


III. 


• »-[-»• 


, +0,5 


TV. 1 


.Rindorser.' jh^+O^f) . 


» \ 0,25 


V. 


> » » -f°> r > » 


» 4- H 


VI. 


» » -f-t» > 


. -f 0.5 


VII. 1 


» Na Cl 1.0s. -f 0,5 . 


> 



l»>37 0 .Dabeiin 
lu II typische 
Fällung, die 
durch Zentri- 
fngieren ent- 
ferntwird. Die 
and. Proben 
bleiben klar. 
Dann werden 
alle FlrtsfÜK- 
keiten '/^auf 
62°erwärmtu. 
verwendet. 
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Kinnaat 0,0.*) crm Bouillonkultur. 





akt. Kinder*«- 




NaCl-I.n» 


ur»pr Exir. 


1 

1. 


0,1 crm |- 0,0»» 


ccm 


1 -\- 0,J4 ccm 


0,01 


ccm 0 


o 


> * 


4 0,15 


> 


» »- '»,10 


0,025 


20 


•> 

0, 


» > 


• 0,3 


> 


' 4 » » 


0,05 


'.12* 


4. 
• 


> > 


• 0,03 






u.01 


0 




> » 


; 0,01h 






0,025 


63 


»>. 


» > 


- 0.1f> 


• 


» j- U, Ii) » 


0,05 


3700 


— 
< i 


i » 


4 0.06 








390 


8. 


i > 


U o,|5 




• 4 0,15 , 




ca 20 000 


9 


» 


i o.:» 


■ 


. • 0,15 . 




ca 600 000 


10. 


i » 


-r- o,o:i 




V + 0,27 , 




264 


IL 


» » 


} 0,075 




. 4 0,28 . 




über 20 000 


12 


• > 


4 0,15 


» 


, 4 0,15 » 




X 


13. 


» • 


■i- 0,03 


» 


VII -f 0,27 . 




424 


14. 




r 0,075 


> 


» + 0,23 : 




1856 


ir>. 


> i 


+ 0.15 


> 


. 4 0,15 > 




ca. 20 000 



Der Zuentz der in die Tabelle nicht aufgenommenen Prolin III und VI 
in der gleichen Menge zu 0,1 ccm aktivem Riiidereerum ergab überall Sterilität, 
das Rinderserum an sich lieft« 72 Keime am Leben. 



II. Ks werden hergeHtellt: 

I. 1 ccm akt. Rinderser. -f 0,25ccm Kxtr. 40,75crm \a Cl-L-f*. 

II. 1 > i - 0,5 » - — 0,5 

Iii. l » > > 4-1 » » -4 0 

IV. 1 - , . 4-H ,41 

V I » Rinderner.' J h 62* 40,25 . f 0,"5 

VI. 1 . » . 0,5 »4 0,5 

VII. 1 » - « r 1 » » 4-0 

VIII. 1 , » , 4 II , .41 

IX. 1 ccm Na Cl Los. -f-l » 
Kinsnat 0.05 ccm Bouillonkultur. 



l"37M>ieinI, 
Hu. Illgebil- 
deten Präzi- 
pitate werden 

abzentrifu- 
Kiert und alle 
Proben'/^auf 

62° erhitzt. 





Kin.I.-r-ei 


\n 1 1-i^k 


iir»|.r. Kxtr. 




1. 


1 ccm f- 0,08 ccm 


I 4 0,32 ccm 


— 0,01 ccii 


0 


•_> 


t 0,2 


> 4 0,2 


0,02:'» 


115 


3. 


» 4 o,4 . 


» — 0 » 


— 0,05 » 


104 


1. 


f- 0.04 » 


II 4 0,36 » 


0,01 » 


0 


5. 


4 0.1 • 


• 4 0.3 . 


= 0.025 . 


408 


6. 


• 0,2 - 


» 4 0.2 . 


= 0.05 » 


2768 


7. 


4 0,4 , 


• M 


- 0,1 


9600 


8. 


4 0,02 » 


III 4 0,38 » 


= 0,01 


0 


9 


• 0,05 , 


, J 0,35 . 


= 0,025 . 


224 


10. 


4 0.1 » 


, 4 0.3 , 


= 0 0*) > 


über 10000 


11. 


4 0,2 » 


, 4 0,2 » 


0,1 , 


32 000 


12. 


4 0,4 » 


, ^ * , 


0,2 , 


über 200 000 


13. 


4 0,08 » 


V t 0,32 » 


... 0,01 > 


616 
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KimlrrMT 



Nk-C) 



nrxpr V'.xtr. 



14. 0,1 r<-m 


4 0,2 ccui 


V 4- 0,2 cciii 


0,025 


rem 


13 780 


15. 


f- 0,4 . 


, -f- 0 


0,05 


» 


00 


16. » 


| 0.04 > 


vi f o,3<; > 


0,01 


> 


172 


17 


■f o« 1 


. 4 0,3 


0,025 




ca. 20 000 


18. 


4 0,2 . 


• 4- <>,2 » 


0,05 


i 


ca. 800 000 


19. • 


+ 0,02 . 


VII -1- 0,38 . 


0,01 


» 


752 


20. 


-f 0,05 » . 


. 4- 0,35 • 


— 0,025 


> 


lyooo 


21. 


+ o.i » 


» -r 0,3 


0,05 


> 


16 000 


22. 


4- 0,02 » 


IX f 0.3S , 


0,01 


» 


1400 


23 


4 0.05 . 


» + 0,35 » 


■= 0,025 


• 


11000 


24. 


t 0,1 » 


' 4 o,3 » 


0,05 


■ 


ca. 90000 


25 


4- 0 








4 



Die Serumproben IV und VIII waren ohne merklichen Einfluß« auf die 
RakteriolvHe. 



L 
II. 
III. 
IV. 
V. 
VI. 
VII. 



III. Eh werden hergestellt: 
1 cem Serum 4> 0,3 cem Extrakt 



0,1 

-}- 0,5 

. i f- 0.6 
4- 0,7 
4- 0,8 

4- 1 

Einsaat 0.O5 cem Bouillonkultur. 



2 Std 37», die Fällung abientrifugiert 

und 1 , Std. auf 60° erhitet. 
Von Kontrollen seien nur angeführt: 

a) lccm Rind. Std. 62° 4- 0,3 cem Extr. 

b) > » > > 4-0,6 > » 
Bei dienen trat keine Präzipitation ein. 



Von den 82 EinBaatproben di 



Versuches sind nur die charakteriRtischsten wiederge 



1. 0,1 com akt. Rinderser. -\- 0,43 



2. 

3 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

I». 
10 
11. 
12. 
13 
14 
15. 

i«;. 

17. 
18. 
Ii» 

20. 



cem v. 1 = 0,1 cemurep 
> » » 0,15 
»II 0,04 
, , = 0,08 
» » 0,1 
» III 0,04 

> . 0,06 
» > 0,08 
• IV — 0,03 
» » 0,04 
» V = 0,03 
» » 0,04 

> VI 0,02 
» > 0,03 
» , 0.04 
»VII 0,01 

> » = 0,02 
» » 0.03 



4 0,65 
4 0,14 
4 0,28 
0,35 
4 0,12 
4-0,18 
r 0,24 
+ 0,081 
4- 0,108 
4 0,072 

4 o.o% 

4 0,045 
— 0,0675 
4- 0,09 

4- 0.02 

+ 0,04 
4- 0,06 

4-0,043 Kontrolle a = 0,01 
[- 0,086 » »=0,02 



eben. 



Extr 



23 
119 

0 
85 
376 
42 
256 
552 
7 

736 
23 

760 
49 

400 
1440 

136 

100s 

über 20 000 
180 
2720 
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21. 0,1 ccmakt. Rindereer. I- 0,13 Kontrolle a 0,03 ccm. nrspr. Extr. ü. 20(300 

22. » » -f 0.027 » h 0,01 j 118 

23. > » 4- 0,054 > » = 0,02 > i 1468 

24. » » 4-0.1W » 0,03 > > ii her 10 000 

25. > i 4_ H 0 
Alle Proben, die nur inaktive» Rindereeruii), in der Menge von 0,09 bis 

0,65 ccm zugesetzt erhielten, ergaben vollständige Abtötung. 



2 Std. 37°. Die starken Präzipitate 

werden abzentrifugiert. In der ganz 

analog angestellten Probe mit in- 
1 1 : — - 1 d.h.; 



Es werden hergestellt: 

I. lccm Rinderser. 4- 0,25 ccm Extr. 

II » » 4- 0,5 > 

III. > 4- 0,75 

IV. » » -j- 1 . 

Einsaat 0,05 ccm Bouillonkultur. 



aktivem Rinderserum blieb die Präzi- 
pitation auK. Die Proben wurden 
Std. hei «J0° inaktiviert 



1. 0,1 ccm akt. 


Rinderser. 


■\ 0,75 ccm von I 


O.löccm urspr. Extr 


19*0 


2. > 


> 


• 


f 0,12 » 


i II 


0,04 


> 


> 


66 


3. i 




> 


4 0,18 > 


> - 


0,06* 


> 


> 


272 


4. . 






4-0,24 > 


> > 


0,08 


> 




1490 


5. . 


> 


» 


-0,3 i 


i > 


0,1 




> 


2080 


6. > 


» 


> 


f 0,045 » 


> III 


0,02 


> 


> 


14 


7. ► 






4- 0,09 > 


> i 


0,04 




» 


206 


8. 


» 




-f- 0,135 » 


». » 


0,06 




> 


500 


9. . 


> 


» 


M,18 ' 


' » 


0,08 


» 




ca. 8000 


10. . 


» 


» 


• 0.04 . 


» IV 


= 0,02 


> 


» 


120 


11. > 


1 


> 


4 0,0« » 


> > 


_^0,04 


> 


i 


1570 


12. • 

13. . 


1 
1 


» 


+ 0,12 » 
-0,16 


1 > 
» 1 


: 0,06 

0,0« 


> 
> 


: } 


über 10,000 



In den Kontroll proben mit inaktivem Rinderseruin trat Bakteriolyse- 
heinmung überall bei einer 0,02 ccm Extrakt entsprechenden Menge auf. 
Das Rindereerum allein tötete bis auf 4 Keime ab. Die Zahl für die Probe 
1 ist nicht zu verwerten, weil erhitztes Rinderserum in dieser Menge allein 
diesmal eine Hemmung der Bakteriolyse (0,1 aktives f 0,75 ccm inaktives 
Uinderserum 1700 Baz.) auliea. 



V. Es werden hergestellt: 

L 2 ccm Rinderser. 4- 0,6 ccm Extr. 

II. • + 0,8 > 

III. • • |-1 » 

IV. , . | 1,2 . 
V. » 4- 1,4 » 

VI. « » 4 1,6 - 



Starke rasche Fallungen bei 37°, die 
ubzentrif ngiert werden. Die ent- 
sprechenden Proben mit inaktivem 
Rinderserum blieben klar. Nach dem 
Zentrifugieren wurden die Proben 
V. Std. auf 60° erhitzt. 



Einsaat für den bakteriolytischen Teil des Versuches 0,05 ccm Bouillon 
kultur. Für den hämolytischen wird 1 ccm lOproz. Kaninchenblut verwendet. 
(Gesamte FlOssigkeitsmenge 2 ccm.) 
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L 


0,1 cem + 0,65 


rem 


von I = 0,15 cem 


92« 


2. 


• r0,21 


j 


» 11 0,06 


> 


216 


3. 


-f 0,35 


i 


II =0,1 


» 


135 


4 


+ 0,42 


: 


» »=0,12 


> 


280 


5 


t 0,12 


> 


» III 0,01 


» 


94 


6. 




> 


o.os 


> 


560 


7 


1- 0,3 


> 


» » 0,1 




864 


8. 


> + 0,0;»4 




> IV 0,02 




224 


1). 


> 4- 0,108 


> 


> > 0,04 




132 


10 


4- o,i:s5 


> 


» 0,05 


> 


3200 


11 


» -1-0,16 


» 


» > o,o»; 




4600 


12 


4- 0,048 


> 


> V 0,02 


» 


760 


ia 


> 4- 0,072 


» 


» » = 0,03 


> 


1956 


14. 


. + 0,096 


> 


» . = 0,04 


> 


4000 


16. 


-f 0,0225 


> 


» VI 0,01 




528 


16. 


4- 0.045 


> 


» » = 0.02 


> 


760 


17. 


> -1-0,01575 


v 


» = 0,03 


» 


6300 



«U Kln-lemer. urspr. Exlr. A. Hiikt«>rio]y»e H. Humolyse 

fast volUtÄuiIig 
> 
> 

> 

stark 
mlftSg 

| ziemlich stark 

| sehr wenig 
mäfsig 

| sehr gering 

aieml. stark 

| sehr gering 

Die Probe mit inaktiviertem Rinderserum hemmte in der 0,01 — 0,02 cem 
Extrakt entsprechende mit Keimzahlen von ca. 700— 2000. Die Hämnlyse wurde 
durch die 0,01 cem Extrakt entsprechende Menge stark gehemmt, verstärkte 
sich aber bei gröTseren Mengen, die mehr inaktives Serum enthielten (siehe 
weiter unten). Das reine Rinderserum tötete in 0,1 cem bis auf 2 Keime 
ab und löste bis auf einen geringen Rest Kaninchenblut auf. 

Auf die enorme technischo Schwierigkeit solcher Versuche 
braucht nicht erst hingewiesen zu werden. Der kleinste Fehler 
kann das ganze Ergebnis illusorisch machen. Dennoch läfst 
sich durch dieselben sicher erweisen, dafs eine vollständige 
Extraktausfällung nicht stattfindet. 

Die Berechnung derartiger Versuche ist natürlich mangels eines geeigneten 
Mafastabes schwierig und nicht ohne Willklirlichkeit durchführbar. Spricht 
man von Hemmung dann, wenn die Zahl der Keime in der l'rol«, welche 
Extrakt enthalt, die Zahl der Keime, welche in einer Probe ohne Extrakt 
vorhanden sind, um das 100 fache übersteigt, so läfst sich eine > Extrakt- 
einheit < aufstellen. Als Beispiel sei Versuch II gewählt. Die Hemmung 
würde von 400 Keimen an zu rechnen sein, ilie von 0,01 cem ursprünglichen 
Extraktes geliefert wird. 

In I wird diese Hemmung auch durch die 0,05 cem des ursprünglichen 
Extraktes enthaltende Menge nicht erreicht. Zugesetzt waren zu 1 cem Serum 
0,25 cm Extrakt, also 25 Einheiten. Von diesen sind mindestens 5 verloren, 
erhalten? 

1 somit unge- 
fähr gleich- 
viel Extrakt 
erhalten und 
verloren. 
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Im Beispiel III würde Hemmung bei einer Keimzahl von 100 erreicht 
»ein, whh durch 0,01 ccm unausgefftllten Extraktes erreicht wird. Diese 
Hemmung tritt bei Probe 1 eint ein nach Zusatz einer Menge, welche 0,1» ccm 
de» ursprünglichen Extrakte? enthält. 

Wahrend alBo normalerweise 0,01 ccm die Hemmungs- oder Extrakt- 
einheit darstellt (= l), ist diese jetzt = 15 Für Probe II gilt die Zahl 10, 
für III G, für IV 4, für V ebenfalls 4, für VI 3, für VII ungefähr 1. Da für 1 
15 Einheiten erst die Hemmung gebeu, wie sonst eine Einheit , so wurden 
verloren 15—1 — 14 Einheiten. Da 30 Einheiten zu 1 ccm Serum zugesetzt 
wurden, so sind ca. 28 Einheiten verloren gegangen u. 2 erhalten geblieben 
für II » > » 36 » » » 4 

• III » » > 41 » > » 9 » 

» IV ... 45 » » > 15 > 

> V > » » 52 » » » 18 > » 
» VI » > > 53 » » » 27 > » 

> VU i > » 50 > » » 50 . > 

(nur wahrscheinlii-li,) 

Von der eingehenden Besprechung und Berechnung der auf 
diese Weise angestellten Versuche wurde sehliefslich nach reif- 
licher Üherlegung Abstand genommen, da der Einwand einer 
willkürlichen Berechnung schwer abzuweisen ist. Denn man 
kann auf die Unsicherheit der bakteriolytischen Methode über- 
haupt hinweisen, sobald sie mit absoluten Zahlen zu rechnen 
hat. Es kann ganz gut ein Serum die gleiche bakteriologische 
Wirkung haben wie ein zweites, obwohl das eine bei gleicher 
Einsaat nach 4 Std. keine, das andere ;>0 oder mehr Kolonien 
auf der Platte liefert. Hier könnte nur eine gröfsere Anzahl 
gleichzeitig angelegter Versuchsproben helfen, was aber eine Ver- 
suchsausdehnung bedingen würde, die jede Arbeitskraft über- 
steigt. 

Es mufs vorläufig genügen, festgestellt zu haben, dafs tat- 
sachlich eine vollständige Ausfällung des Extraktes mit Serum 
nicht gelingt, dafs immer ein Rest von Vibrionensubstanz, im 
Serum gelöst, zurückbleibt. Der Rest ist um so geringer, je 
kleiner die Menge des ursprünglich zugesetzten Extraktes war, 
steigt aber bei stärkerem Zusatz rasch an. Von einem gewissen 
Quantum Extraktes an wird von einem bestimmten Serum immer 
nur eine bestimmte Menge ausgefällt. 

Diese Menge schwankt bei verschiedenen Versuchen etwa«, waB offen- 
bar mit der stet« wechselnden präzipitierenden Kraft des Serums und der 
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Ungleichheit der Extrakte zusammenhängt. Während Hie im Verwuchs- 
beiBpiel III etwa 45—50 Extrakteinheiten betragt, wurde im folgenden um 
etwa die Hälfte durch das Serum bewilligt. 



IV. Eb werden hergestellt: 
I. 1 a m akt. Ser. + 0,3 cem Extr. -f- 0,7 rem Na Ol Los. 



II. 
III. 
IV. 

V 



!>,» 

i -o,r, 

+ 0,6 



VI. 1 > Ser ' , h <;•>" f 0,6 



i >,»; 

-r t>, r > 
-0,4 

r 1 
f 0,4 



Die in I— IV ent- 
standenen Präzipi- 
Uitewerden abzentri- 
fugiert u. die klaren 
Flüssigkeiten '/^Std. 
auf 62" erhitzt. 



1 


aktive« 
Kintlerser. 


Na < I-L..S. 






tirapr 


Kxtr. 


Haku-rlolyse 


Hamolyae In '«o 0 /« 
Kanlnohenblm 


L 


0,1 com 


+ 0,2 < 


:cm 










17 


vollständig 


2. 


» 


!■ 0,2 


> 


von 


I 


■= 0,03 


rem 


106 


sehr stark 


8. 


> 


1 0,1 


> 




II 


= 0,02 


> 


304 


> 


4. 


> 


+ 0,2 


■ 


» 


> 


= 0,04 


> 


1400 


stark 


5. 


> 


■f 0,08 




> 


III 


0,02 


> 


1288 


> 


6. 




+ 0,12 


• 




> 


~ 0,03 




1256 


mäfeig 


7. 


> 


4- 0,2 


> 


t 


> 


0,01 


> 


ca. 5000 


wenig 


8. 


• 


0,066 


» 


> 


IV 


0,02 


* 


1664 


> 


9. 
10. 


» 

> 


+ o.i 

+ 0,13 


> 
» 


> 

> 


• 

1 


0,03 
0,114 


> 
> 


3080 
über 5000 


| fast keine 


11. 


> 


+ 0,2 




> 


V 






0 


vollständig 


12 


> 


f 0,033 


» 


> 


VI 


= 0,01 


> 


13K0 


wenig 


13. 


> 


+ 0,066 


> 


» 


> 


0,02 


> 


über 5000 


keine 



Wie im Beispiel III berechnet, würde Hemmung der Bakteriolyse bei 
etwa 1700 Keimen beginnen. 

Die Hemmung durch unveränderten Extrakt beginnt bei etwas mehr 
als 0,01 cem, welche Menge als Einheit zu gelten hätte. Daun kommt II in 
etwas mehr als 0,04 rem den ursprünglichen Extrakten, es sind also 4—1 ist 

3 Einheiten verloren, für die in II enthalten gewesene Extraktmenge sind also 

4 : 3 — 40 : X ; X - 30 Extrakteinheiten verloren 

Für III ist Hemmung durch 0,03—0,04 cini ursprünglichen Extraktes 
gegeben. Von der zugesetzten Extraktmenge sind also 33— 37» , Einheiten 
verloren. 

Für IV ist Hemmung durch 0,02 (wenig mehr; ursprünglichen Extraktes 
gegeben. Von der zugesetzten Extraktmenge also 30 Einheiten verloren. 

V. Eine etwas moditizierte Methode besteht darin, kleine Mengen von 
aktivem Uinderserum mit kleinen Extraktmengen zu versetzen, das Ent- 
stellen der Präzipitation abzuwarten und dann durch Zusatz frischen aktiven 
Serums zu untersuchen, welche Probe noch genügend Extrakt zur Bakteriolyse 
hemmung enthält 

Die Proben 1 — 8 enthalten je 0,1 cem aktives Kinderserum, denen die 
verzeichnete Extraktmenge unverdünnt zugesetzt wird. Wahrend 1 Std. 
Aufenthaltes bei 37° entsteht Trübung und Fällung. Darauf wird Na Cl- 
Lösung zugesetzt und noch Std. gewartet. Schliefslich werden alle 
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Proben :ohne Kntfernunj; der gebildeten Präzipitaten 1 , Std. auf 62° erhitzt 
und aktives Serum zugesetzt, worauf sofort die KinHaat von 0,05 rem Bouillon- 
kultur erfolgt. 





8* nun 


Kx(r 


ikt Na<l-LuN. 






L 


0,1 cem 


4 0,01 


cem f- 0,00 com 




37 


2. 


» 


4- 0,02 


» ^ 0,08 . 


NacherfolgterPrÄzipitation 


320 


3. 


- 


- 0,03 


. -0,07 • 


und l /j 8td. Erhitzung auf 


202 


4. 




+ 0,04 


. — 0,06 . 


62" wird überall 0,1 rem 


1760 


5. 


> 


- 0,0« 


» 4 0,04 . 


aktives Kinderserum zu 


8200 


6. 


> 


-r- 0,08 


. +0,02 . 


gesetzt. 


Uber 20 000 


7. 




1 0.1 


. -f. e 




desgl. 


s. 


1 


. 0 


• +0,1 , 




II 



VI. Anordnung genau wie im vorigen Versuche. 



Senim 
1. 0,1 rem 
2. 
8« 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 



Extrakt 
| 0,00» cem 
+ 0,01 
t 0,02 
+ 0,03 
4 0,04 
H 0,05 
- 0,06 
0 



Nu < '1-1,11». 

■ 0,0t»» rem 
4- 0,09 » 

■ 0,0s » 
4- 0,07 

- 0,06 

- 0,05 » 

- 0,04 » 

+ 0,1 , 



NaeherfolgterPrazipitation 
und '/» std. Erhitzung auf 
62° wird überall 0,1 com 
aktives Rinderserum zu- 
gesetzt 



8 
0 
248 
220 
856 
3800 
über 10 000 
0 



Auch in dieser Versuchsnnordnung tritt das, was bewiesen 
werden soll, klar hervor, nämlich dafs durch die Präzipitation 
zwar die bakteriolysehemmende Wirkung der gelösten Cholera- 
substanz zerstört wird, dafs aber ein Rest davon hartnäckig er- 
halten bleibt und sich, aufeer in Versuchen mit kleinsten Extrakt- 
mengen , noch nachweisen läfst. Die Verfasser betonen dabei 
wiederholt ausdrücklich, dafs sie sich der blofs relativen Ge- 
nauigkeit der Versuche vollkommen bewirfst sind. Die Schwierig- 
keiten liegen teils in dem zu bearbeitenden Materiale (lebende 
Bazillen!), teils in der Methodik, teils in der Berechnung der 
erhaltenen Resultate, bei der es ohne Willkür nicht vollständig 
abgehen kann. Ob sich diese in Zukunft werden beheben 
lassen, mufs fraglich erscheinen. Vielleicht gibt die Verwen- 
dtrag der Hämolyse mit Bemessung der Stärke derselben aus 
dem gelösten Blutfarbstoffe, eine Methode die Arrhenius in 
seiner Immunochemie zu exakten Messungen viel benutzen 
konnte, sicherere Resultate, die auch leichter zu erlangen sein 
dürften. Viel Übung gehört jedenfalls auch dazu und ganz 
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ohne Willkürlichkeit, /.. B. in der Bestimmung eines Hemmungs- 
beginnes, dürfte es auch dabei nicht abgehen. Brauchbar ist 
jedenfalls auch die hämolytische statt der bakteriolytisehen 
Methode. Für etwaige von anderer Seite vorzunehmende Ver- 
suche in dieser Kiehtung seien einige (>rundlageu angegeben. 
Denn auch die hämolytische Kraft des normalen Rinderserums 
wird durch Choleraextrakt gehemmt, dieselbe geht durch Präzi- 
pitation verloren und zwar durch Verminderung des Immun- 
körpers, der sich hier ganz leicht durch inaktiviertes Rinder- 
serum wieder ersetzen läfst- 

I. 107 0 Kaninchenblut, sämtliche Proben werden mit Kochsalzlösung 
auf 2 cem aufgefüllt. 

Der Versuch dient gleichzeitig «ur Feststellung, wie sich die extrahierten 
Bazillen und der aus ihnen gewonnene Extrakt in Bezug auf die Hemmung 
von Bakteriolyse und llamolyse verhalten. Zu diesem Zwecke wird die 
Knlturmasse einer Kol 1 eschen Schale mit 20 cem Wasser 1 Std. hei 56 
Iiis (»0" erhity.t. 3 cem davon werden als Extrakt III unverändert verwendet 
(also Extrakt und Bazillenreste;, .'! cem werden vollständig klar zentrifngiert 
Extrakt I, nur gelöste Substanz enthaltend), der Satz wird in il rem Na Cl 
Losung als Extrakt II sorgfältig aufgeschwemmt. Der Teil a des Versuches 
wurde so angestellt, dafs rote Blutkörperchen und Extrakt gleichzeitig dem 
Serum zugesetzt wurden, wahrend im Teil h der Zusatz der Blutkörperchen erst 
nach 1 stdg. Stehen der Extraktaerummisehungon hei 37" (Präzipitation) erfolgte, 
a) 0,15 cem akt Rinderser. -f 0,001 0,00?» 0,01 0,05 0,1 cem Extr. I 

v> illstan. Iis \o1M 



f 0,001 0.0O5 

voIIsImimHk voller 



voil.-t- '.oll>t i,i..t mit 
zcitl., Il- tiimurii.'. 

0,01 O.OT) 0 ,1 cem Extr II 

\ < •!)> t viilL-i mll ifii- 
liclier llciutninif;. 

0,05 0,1 cem Kxtr. III 



-{- 0,001 0.0O5 
volNlrt-idii; v.-IKl. 

b) Eh werden hergestellt: 

1. leem Rinderserum -j- 0,01 cem Extrakt 1 

2. > > -}- 0,05 

3. i i j 0,1 

4. . >-j" °» 2 ' 
5—8 ebenso mit Extrakt II 

12 j * III 

13 1 cem Rinderserum -\- 0,2ccm Na (1 l.ösg. 

0,18 cem von 1 2 3 

stark — HO deutlieh — 30 minimal < 5 
» i 5 <> 7 

starke -80 deutlich 30— 25 minimal <5 
9 10 11 
deutlich = 30 t) Ü 



0,01 

voll-t. vollM. II. tust voll«! 

tnii zeitt. tt- iiimuiiL' 



Nach 1 Std. Stehen bei 

37" verwendet. 
Alle Proben werden auf 
1,2 cem mit Na Cl U»sung 
aufgefüllt. 



1 

Ii 

8 
(• 
12 
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Die Lösung durch Probe 13 ist vollständig -- KM). Die beigesetzten 
Zahlen heim Versuchsresultate von 1 12 bedeuten die relative Stärke der 
Dosungen im Vergleich zu Dt, kalorimetrisch nach der Stärke der Rötung 
der Flüssigkeiten bestimmt. Um zu zeigen, dal* sich die Baktcriolyse de« 
normalen Kinderserutus im Prinzip vre n au so wie die Hftmolyse verhalt und 
ebenso beeinflufst wird, seien die Zahlen des mit den gleichen Flüssig- 
keiten angestellten bakteriolytischeu Versuches (Einsaat 0,05 cem Bouillon- 
kultur angeführt. 

a) 0,1 rem akt. Hinderser. -f- 0,001 0,0t« 0,005 0,007 0,01 0,01 fi cem Kxtr. 1 

12 0 0 0 1 528 
j 0,001 0,<M« 0,005 0,007 0,01 0,015 
0 0 0 0 IVA* 1S40 

• 0,001 o.oo;; o.ooö 0,007 0,01 0,015 
0 0 8;t 7P; 2*;oo x 
2 



11 
111 



1 DJ ' «TIM Voll 



1 



3 4 


S- 


10 000 


7 


8 


!»M) 


ca. 1000 


II 


12 


J- 


X 



8 145t; 

» . 5 rj 

B Iis 

9 10 
20 2..00 

II. Ks werden hergestellt: 

Serum I : 2 crm akt. Kind.-rser. — 0,1 cem Kxtr. -O.y Na Cl-Los. 
. II : • . -j-0,*2 ' 1 HV* 
» III: » » > +0,5 » » -f0, r » 
, IV: • » -|-l > , -j-o 
• V : > » » -j- 8 * * + 1 * 

IO /o Kaninchenblut in 2 cem (iesamtrlüssigkeit 

\ 0,3 cem v. I 
vollständig 



VA 
H 

1 std Die 
in 1-1V ent- 
standenen 
mächtigen 
Fällungen 
werden ab- 
zentrifugiert. 



vollständig 



0,7 cem Na ( l Losung 
NiKl-I.o.v >tln<)er»er. 
Ofi cem i- 0,1 cem Std. »iV> 
0,5 , ! 0,2 - 
0,2 > - 0,5 . 

-f 0,:iectn v. III -p 0,3ccm v. IV 
0,7 cem Na Cl-Losung wenig Losung keine Losung 

Nu ( 1-l.ös. ItitKtcrxor 
0,ti cem -f 0,1 cem 1 , Std. 5<;" 



-f- 0,3ccm v. II 
vollst, mit sehr starker 
zeitlicher Hemmung 



Ivollständig.kaum eine 
zeitliche Hemmung. 



| vollständig mit j vollständig mit] 
j zeit. Hemmung j zeit. Hemmung j 



r 0,3 v. V 



vollständig 



0,5 . - r 0,2 • 
0,2 > -f0,5 i 

Das inaktivierte Riiiderserum allein zeigte in keiner Menge auch nur 
spurenweise Lösung. 

Es unterliegt keinem Zweifel, dafs auch die normale Hämo- 

lyse des Rinderserums durch die gelüste Cholerasubstanz genau 

so wie die Bakteriolyse beeinflufst wird, und dafs man sich dieser 

2U- 
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Methode zur Erkennung der (Tesetzmäfsigkeiten der Serumaktivität 
bedienen kann. Im allgemeinen scheint aber die bakteriologische 
Methode empfindlicher zu sein, obwohl sie weit schwieriger zu 
handhaben ist. 

Ein Hilfsmittel für die Bestimmung des Verhaltens des 
Serumimmunkörpers während und nach einer Präzipitation von 
gelöster Cholerasubstanz bietet folgende Überlegung. Es wurde 
gezeigt, dafs der Immunkörper durch die Präzipitation verloren 
geht. Anderseits liefs sich feststellen, dafs man zur Hemmung 
der Bakteriolyse eines Kinderserums um so mehr Extrakt braucht, 
je immunkörperreicher das betreffende Serum ist. Wird also in 
einem Serum ein Teil des ursprünglichen Immunkörpers durch 
Präzipitation entfernt, so bedarf man zur Hemmung der noch 
rüekbleibenden Bakteriolyse dann viel weniger Extrakt als im 
unveränderten Serum. Aus der Differenz kann man einen Schlufs 
auf die Menge des in Verlust geratenen Immunkörpers ziehen. 
Natürlich wird man auch hier nur sehr relativ gültige Werte er- 
warten dürfen, schon deshalb, weil ein der Präzipitation unter- 
worfenes Serum immer noch unausgefällte Extraktmengen ent- 
halten mufs. Deshalb darf man natürlich nur mit sehr kleinen 
Quantitäten arbeiten. 



I. Kf werden hergestellt: 

Serum 1 : 2 ccm Rinderwer. -|- 0,01 ccm Extrakt 

II » » — 0,0-2 , 

> III » + 0,1 > 
. IV i + 0,2 . 

> V » » -f- 0,2 ccm NaCl Löh. 



Die überall auf 2,2 ccm 
GesamtHüBBigkeit aufge 
füllten Proben bleiben 
1 Std. bei 37°. In III und 
IV entstehen Fällungen, 
in I und II Trübungen. 
Dann wird zentrifugiert. 



KiuBaat 0,05 ccm Houilloukultur, nachdem die Mischungen von Serum 
und Extrakt «-rut ". Std. bei :&7° geotanden waren. 



0,1 ccm Nu HI/Oh. 

0,0005 ccm Extrakt 

0,001 » 

0,003 » > 

0,005 . 

0,007 » 

0,01 



-t- 0,11 ccm von 1 --)- 0,11 ccm von II -f 0,11 ccm von III 



0 
0 
0 
0 

62 
56 



0 
0 
" 
t» 
- 
9 

25« 



10 

3:» 
17 
110 
424 
1280 
über 10 000 
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0,1 ccm Na Cl-Lös. 
0,0005 ccm Extrakt 
0,001 , 
0,00.1 . > 

0,005 > 

0.007 > 
0,01 



0,11 ccm von IV 
480 

:W2 

.1500 

6200 



I 



über 10 000 



-J- 0,11 ccm von V 
0 

0 
0 
0 
0 

0 
Hl -2 



II. Ks werden hergestellt: 



Serum I 

> II 

> III 
» IV 

> V 



2 Std. 37°. Dabei ist in I 
die Trübung erst im Be- 
ginne der Ausflockung, die 
übrigen Proben sind präzi- 
pitiert. Di« Niederschlüge 
werden durch Zentrifu- 
gieren entfernt. Alle Proben 
sind durch Na Cl-Lösung 
auf das Volumen von 
2,2 ccm aufgefüllt. 
Kinsaat 0,0f> ccm Bouillonkultur, wie bei Versuchsbeispiel I. 

-f- 0,11 ccm von I -(-0,11 ccm von II -f- 0,11 ccm von III 



2 ccm Rinderser. ( 0,04 ccm Extrakt 
» 4 0,06 » > 

» > 4- » • 

-i- 0,13 » 

- O.JccmNaCl Lös. 



0,1 ccm Na Cl-Lös. 
0,001 ccm Extrakt 
0,00.1 » 
0.00« » > 
0.009 » > 
0,012 » 



0 
3M 
541 
Uber 10 000 



S 
17 

ca. :5000 

* ce 
x x 
f 0,11 ccm von IV 
1S60 
m. 4000 
(Iber 10 00O 
über 10 000 
x 
r 



0,1 ccm Na CM,ös. 
0,001 ccm Extrakt 
0,00.1 , 
0,006 , 
0,009 > 
0,012 » 

111. Ks werden hergestellt: 
Serum I : 1,;"» ccm Rinderser. -!- 0,05 ccm Extrakt 
»II > -f 0,075 » > 

III » » (- 0,1 . » 

• IV: . > f- 0,5ccmNaCl Lös. 



9 

1028 
ca. 5000 
über 10 000 

x 
J 

4- 0,11 ccm von V 
0 
0 
Ü 
102 
560 
über 20,000 



Die während 2 std. Auf- 
enthaltes hei ^entstan- 
denen Präzipitat« wer- 
den abzentrifugiert. Alle 
I*roben sind äuf 2ccm Ge- 
samtvolumen gebracht. 

0,05 ccm Bouillnnkultur, wie bei Versuchaheispiel I. 
0,13 cem v. I + O.lHccm v. II -f 0,1.1ccni v III -f 0,1.1 ccm v. IV 



0,1 ccm NaCl-Lös. 11 120 iVJ 

0,001 ccm Extr. 12.M» 1700 1600 

0,0025 » » l»7l>S über 10 000 uher 10 000 
0,005 » . ca. 10 000 x x 
0,0075 > r. od x 
0,01 » » x x x 



1 

0 

o 



ca. 2000 
ca. 8000 
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Es fällt sofort auf, dafs Sera, die mit kleinen Mengen Ex- 
traktes ausgefällt sind, in bezug auf die absolute Bakteriolyse 
ganz unverändert erscheinen. Es besteht hierin kaum ein Unter- 
schied zwischen den Seren I, II, III der angeführten Versuchs- 
beispiele. Die tiefgehende Veränderung, die sie dennoch er- 
litten haben, gibt sich erst durch Zusatz von Extrakt in Mengen 
zu erkennen, welche ein normales Serum noch ganz unbeein- 
flufst lassen. Da nun, wie die früheren Versuche beweisen, der 
Extrakt nur auf den Immunkörper des Rinderserums wirkt, mufs 
dieser verloren gegangen sein und die Gröfse des Verlustes lälst 
sich ungefähr berechnen. 

Die angeführten drei Versuchsbeispiele betreffen offenbar verschieden 
stark bakterizid wirksame, d. h. verschieden immunkörperreiche Sera. Am 
reichsten daran ist das Serum im Beispiel 1, am ärmsten in III. Berechnet 
man das in der Mitte liegende Serum des Versuchsbeispieles II, so ergibt sich: 

0,1 com des unveränderten Serums V wird gehemmt durch 0,006 — 0.009 ccm 
Extrakt. Ungefähr die gleiche ßakterienzahl gibt das Sermn 1 bei Zusatz 
von nur 0,003 —0,000 ccm Extrakt, d. h. es bedarf zur gleichen Bakterioly 
sierung um 0,003 ccm Extrakt weniger. Bei Serum II tritt entsprechend die 
Hemmung der Bakteriolyse schon bei 0,001 ccm Extrakt ein, die Differenz 
der Extraktmenge beträgt also mindestens 0,005 ccm, noch gröfser ist die 
Differenz in Serum III, und Serum IV hat an sich, ohne neuerlichen Extrakt 
zusatz, schon soviel von der bakteriolytischen Kraft verloren, wie es im 
normalen Serum erst durch 0,006 — 0,009 ccm Extraktzusatz zu erreichen ist. 
Hätte man eine Immunkörpereinheit, die man auf eine beliebige Extrakt- 
einheit einstellen könnte, so wäre es möglich den Immunkörperverlust 
zahlenmäßig, wenn auch nur relativ auszudrücken. Wäre z. B. die Einheit 
des Extraktes diejenige Menge davon, welche 0,1 ccm Rinderserum nach er 
folgter Präzipitation bakteriolytisch unwirksam macht , so stellt 0,1 ccm 
Serum die Immunkörpereinheit dar, die man in 100 Teile zerlegen könnte. 
Das tritt z. B. im I. Beispiel bei 0,01 ccm Extrakt ein und entspricht also 
1 Extrakteinheit 100 Immunkörpereinheiten. Nach Behandlung des Serums 
mit 0,1 ccm Extrakt für 2 ccm wird die gleiche Bakteriolysehemmung 
die im unveränderten Serum durch 0,01 Extrakt erfolgt, schon durch 0,003 
bis 0,005 ccm, rund durch 0,001 ccm herbeigeführt. Da 0,01 ccm Extrakt 
100 Einheiten hemmen, so hemmen 0,004 ccm noch 40 Immunkörpereinheiten, 
die also nach Ausfällung mit 0,1 ccm Extrakt für 2 ccm Serum in diesem 
noch vorhanden sind. 

Man kann bei Betrachtung der Ergebnisse dieser Versuche noch eine 
andere Berechnungsart anwenden, die in vielen, aber nicht allen Fällen 
interessante Aufschlüsse liefert. So wird im I Versuchsbeispiel die Bakterie 
lyse des normalen Serums erst bei Zusatz von 0,01 rem Kxtrakt gehemmt. 
In Serum III idie Seren I und II fallen nufser Betracht, weil der Extrakt 
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zusatz keinen merklichen Kffekt hervorbrachte' tritt eine analoge Hemmung 
schon bei Znsatz von 0,005 » cm Kxtrakt ein. Dieses Serum war al>er mit 
0,1 cem Kxtrakt für 2 cem, also 0,005 für 0,1 rem ausgefüllt. 0,005 -L 0,O05 cem 
gibt aber 0,01 cem, also jene Kxtraktmenge, welche normales Serum hemmt 
Das Serum IV war mit 0,2 cem Kxtrakt für 2 cem, also mit 0,01 cem für 
0,1 rem ausgefüllt, mufs also >chon jenen Verlust erlitten haben, tlen bei 
dem Nortualserum V den Zusatz von 0,01 cem hervorbringt, und tatsächlich ist 
dieses Serum schon an sich bakteriolvtisch gehemmt. Im Versuchsbeispiel II 
ergäbe eine ähnliche Berechnung: Hemmung des normalen Serums V durch 
0,006 — 0,00'.» cem Kxtrakt, im runden Mittel also 0,0075 cem. Das Serum I 
wurde pro 0,1 cem mit 0,002 cem Kxtrakt ausgefüllt, gehemmt wird es durch 
etwas mehr als 0,00;$ cem Kxtrakt, die Summe gibt 0,00") Für Serum II. ergibt 
sich 0,003 • O.OO.'i = 0,006 cem, für Serum III 0,001 -p 0,001 -- 0,005 cem. 
Das Serum IV enthält schon an sich 0,00«! cent Kxtrakt und ist von vorn- 
herein gehemmt. 

Für das iinmunkOrperarme Serum des III. Versuchsbeispieles läfst sich 
diese Rechnung allerdings nicht durchfuhren, trifft sie aber auch nur im 
allgemeinen zu, so i*t doch bewiesen, dafs eine vollkommene (iesetzinäfsig- 
keit besteht, deren Auffindung durch die enormen Schwierigkeiten der Ver- 
suche und ihrer Beurteilung allerdings höchst mühsam ist. 

Den deutlichsten Beweis dafür, dafs der Immunkörper durch 
die Präzipitation zwar sehr stark vermindert wird, dal's er aber 
doch nicht vollständig sehwindet, liefert die Tatsache, dafs auch 
dann, wenn die Bakteriolyse eines Serums durch Präzipitation so 
gut wie verschwunden ist, ein Zusatz geringer Extraktmengen 
eine weitere Verschlechterung der noch spurenweise vorhandenen 
Serumaktivität mit sich bringt. 

Aufser Versuchen, die schon zu anderen Zwecken mitgeteilt sind, seien 
hierfür auszugsweise noch einige Beispiele angeführt. 



I. Ks werden hergestellt: 

Serum I : 1 cem aktives Kinderserum -(- 0,05 cem Kxtrakt 

> II: , » » +0,075 

III: » f 0,1 

• IV: > - | 0,15 

» V : > > > -j- 0,2 > 

• VI: ■ "j- 0,2 XaCI hos. 



Die Präzipitation 
derauf dasGesamt- 
volumen 1,2 cem 
Flüssigkeit aufge- 
füllten Probe wird 
abgewartet. Die 
durch Zentrifugie- 
ren geklärten Sera 
werden verwendet. 



Kinsaat 0.05 cem Bouillonkultur nach Std. 
bei 37 u . 



Stehen der Mischungen 
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Senim I Serum II Serum III Serum IV Herum V Serum VI 
, 0,l2ccm+0,12ccm + 0,12ccm + 0,12ccm +0,12ccm +0,12ccm 



0,1 NaCl-Uis. 


32 


nr,8 


1432 


ca. 3000 t 


a. 10000 


0 


0,001 com Extr. 


720 


ca. 9000 


ab. loooo 


00 


X 


0 


0,0O. r i ccm > 


1928 


üb. 20000 


X 


x 


X 


432 


0,01 ccm > 


00 


sc 


x 


x 


X 


11300 


0,0:') ccm » 


ao 


00 


ao 


x 


X 


Üb. 30000 



II. Ks wurden hergestellt: 

Serum 1 : 1 ccm akt. Rinderscrum 0,06 ccm Kxtrakt 

1 0,09 » 
> f 0,12 > 

+ 0,15 » > 



II: 1 
III. 1 

IV: 1 
V: 1 



Die Präzipitate der 
auf 1,5 ccm aufge- 
füllten Probe wer- 
denabzentrifugiert. 
Einsaat wie im 



+ 0,6 > Na-Cl-LoB. I VerBuchsbeispiel I. 
Serum I Serum II Serum III Serum IV Serum V 
i 0,15 ccm + 0,l5ccm + 0,15cetn +0,15 ccm -f- 0,15 ccm 



0,1 ccm Na Cl Lob. 0 632 172U ca. 2500 0 

0,0005 » Extrakt 14 592 ca. 3000 x 0 

0,001 » » 2200 ca. 10 000 x x 0 

0,005 > » ca. 9000 x od x 69 

0,01 » xxx x 1H20 



III. Ks wurden hergestellt: 
Serum 1 : 1 ccm Serum + 0,01 ccm Extrakt 
1 . » -f 0,05 » 
1 i » | 0,1 > 
1 » > : 0.1 Na Cl Lös. 



II: 
> HI 
» IV 



Anordnung wie in den bisher 
angeführt. Versuchsbeiepielen 



Serum I +0,11 ccm 11+0,11 ccm III j-0,11 ccm IV + 0,11 ccm 



0,1 ccm Na Cl-Lös. 

0,001 ccm Extrakt 

0,0025 i > 

0,005 

0,0075 > 

0,01 



162 
218 
732 
ca. 1000 

üb. 10000 



360 
408 

üb. 10000 



2120 

3080 

üb 10 000 



0 
15 

89: 

1472 

2000 
» 3000 



Um zu sehen, wieviel noch wirksamer Extrakt in den Proben I— VI 
übrig ist, wird angestellt: 

0,1 ccm aktive^ KinderBeruni [ 0,11 ccm Serum I '/i Std. 56° 0 
0,1 » » +0,11 » • II". • 56" 34 

0,1 i . | 0,11 > III . 56<> üb . 2000 

0,1 . » ( 0,11 . . IV • 56° 78 

Es kann als bewiesen gelten, dafs die Aktivität des Rinder- 
serums gegen gelöste Cholerasubstanz, die sich als Präzipitation 
sinnfällig äu Isert, nichts anderes ist als eine Fällungsreaktion, 
die sich zwischen einein als Immunkörper bezeichneten Bestand- 
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teile des Serums und der im Choleraextrakte gelösten Leibes- 
substanz von Vibrionen abspielt. Ihre Besonderheit erhält sie nur 
durch die geringe Verwandtschaft, das sehr träge Vereinigungs- 
bestreben dieser beiden Stoffe, welche normalerweise das Ein- 
greifen eines Fermentes, des sogenannten Komplementes not- 
wendig macht. Zur Annahme eigener fällender Stoffe, der 
Präzipitine im Serum, liegt kein Grund vor; das was an 
der gelösten Cholerasubstauz geschieht, ist nur ein besonderer 
Fall, eine bestimmte Äufserung der allgemeinen Serumaktivität, 
die ihr besonderes Gepräge nur durch die Form erhält, in welcher 
der eine reagierende Körper, die Bakteriensubstanz vorliegt. 

Ist diese nicht in gelöstem Zustande vorhanden, wie im 
Choleraextrakte, sondern mufs das Serum auf morphologisch 
determinierte Cholerasubstanz, also auf Vibrionen einwirken, so 
ereignet sich ebenfalls nicht mehr als wieder die Verbindung 
von Serumimmunkörper und Leibessubstanz der Bakterien; 
nur die äufsere Form des Geschehens ist eine andere**und wird 
als Bakteriolyse bezeichnet. Man weifs nur äufserst wenig da- 
rüber, in welchem physikalischen, geschweige denn chemischen 
Zustande die Leibessubstanz von Bakterien innerhalb ihrer 
determinierten Form vorliegt und hat daher ziemliche Freiheit, 
sich Vorstellungen darüber zu machen. Aber ob nun eine 
dichtere Hülle die halbflüssige Vibrionensubstanz einschliefst 
oder ob der ganze Vibrio nichts anderes ist als eine innerhalb 
eines bestimmten Raumes verdichtete Stoffanhäufung, also wenn 
das Wort erlaubt ist, ein durch vitale Kräfte kondensierter und 
so erhaltener Choleraextrakt, sobald ein Serum durch seine 
Aktivität die Möglichkeit erlangt, seinen Immunkörper mit der 
Bazillensubstanz zu vereinigen, entsteht Fällung unter der be- 
sonderen Form der Granulabildung, der Vibriolyse. Es gibt 
nichts bei der mikroskopischen Beobachtung der im Reagenz- 
glase stattfindenden Bakteriolyse, was dieser Auflassung wider- 
sprechen würde: die Granulabildung ist nichts anderes als ein 
Verschwinden der ursprünglichen Vibrionenform unter Bildung 
eines oder mehrerer Ballen einer neuartigen Substanz, die nicht 
mehr der ursprüngliche Cholerastoff ist, sondern eine Verbindung 
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desselben mit gewissen Anteilen des Serums. Um ein Schlag- 
wort zu gebrauchen, ist die Bakteriolyse nichts anderes als eine 
im Bazillenleibe selbst stattfindende Präzipitation. 

Dafs die präzipitierende und die bakteriolytische Serum- 
wirkung eine und dieselbe Fähigkeit des Serums sind, ist fast 
in jedem der vorher mitgeteilten Versuche bewiesen. Ks seien 
die wichtigsten dafür sprechenden Momente noch einmal kurz 
zusammengefafst : 

1. Sowohl die präzipitierende als die bakteriolytische Serum - 
Wirkung gehen bei Erhitzung verloren, die Sera lassen 
sich inaktivieren. Die Inaktivierung ist für beide Fähig- 
keiten innerhalb gewisser Temperaturgrenzen eine nur 
relative und erfolgt für die präzipitierende nur etwas später. 

2. Beide Serumwirkungen werden durch Behandlung des 
Serums mit lebenden Vibrionen vernichtet. 

3. Dasselbe tritt ein bei Anwendung gelöster Vibrionen- 
substanz in Form von Choleraextrakten. 

4. Es lafst sich nachweisen, dafs sowohl die Verwendung 
geformter wie gelöster Cholerasubstanz einen Verlust der 
Immunkörper des Serums mit. sich bringt, während das 
Komplement erhalten und nachweisbar bleibt, 

5. Beide Serumreaktionen werden gehemmt durch Über- 
schufs des Immunkörpers (Komplementablenkung), was 
aber leichter bei der Präzipitation, als bei der Bakterio- 
lyse zu erzielen ist , wo es nur bei Anwendung von 
Iinmunserum mit Sicherheit gelingt. 

Ii. Überschufs der Cholerasubstanz hindert ebenfalls das 
Zustandekommen der Reaktionen, was aber diesmal, um- 
gekehrt wie im 5. Punkte, leichter bei der Bakteriolyse 
wie bei der Präzipitation zu demonstrieren ist. Dafür 
liefert die Bakteriolysehemmung den 

7. Beweis für die prinzipielle Identität der präzipitierenden 
und bakteriologischen Serumwirkung. Denn sie erfolgt 
in gleicher Weise durch Zusatz geformter Vibrionen (zu 
hoher Einsaatj wie gelöster Vibrionensubstanz, und es 
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läfst sich leicht zeigen, dafs im letzteren Falle der Ver- 
lust au bakterizider Wirkung mit einem Präzipitation*- 
vorgange immer verbunden ist. 
Diesen 'Patsachen, welche zwingend für eine unitarische 
Auffassung der Serumaktivität sprechen, können nur wenige 
Argumente zugunsten der Existenz prinzipiell gesonderter prä- 
zipitierender und bakteriolytischer Serumwirkungen entgegen- 
gesetzt werden. Was zunächst die Annahme eigener Stoffe, der 
Präzipitine und Bakteriolysine betrifft, so ist eine solche An- 
nahme eine durchaus erlaubte und gerechtfertigte Hypothese, 
solange man sich die neu aufgefundenen Serumeigenschaften und 
Serumwirkungen nicht anders deuten kann. Die Hypothese 
wird aber sofort erschüttert, sobald ein Weg gezeigt ist, dieselben 
auf eine einfachere, noch besser auf eine einheitliche Weise zu 
erklären. Nichts in der vorliegenden Untersuchung hat darauf 
hingewiesen, dafs für hypothetische Präzipitine und Bakteriolysine 
eine wirkliche, materielle Grundlage im Serum vorhanden sei. 
Dafür aber liefs sich /eigen, dafs die beiden mehr oder weniger 
selbständigen Gruppen, in welche man bei genauer Analyse 
die angenommenen Stoffe zerlegen mutete, tatsächlich im Serum 
vorhanden sind und ganz ähnlich wirken, wie es Ehrlich* 
genial entworfene und durchgeführte Konstruktion gefordert hatte. 
Die wirksame, dabei thermolabile Gruppe, das Komplement, ist 
ein wirkliches Ferment, das notwendig ist, um die bindende 
Gruppe, den ebenfalls reellen Immunkörper, mit der reaktions- 
fähigen Substanz der Bakterien zusammenzubringen. Die Ver- 
schiebung, welche der Standpunkt der Ehrliehschen Theorie 
erfährt, liegt nur darin, dafs der Immunkörper nicht nur die Re- 
aktion einleitet und bedingt, sondern dafs er sie durchführt, 
allerdings nur mit Hilfe des Komplementes. 

Für eine gewisse Sonderstellung der präzipitierenden und 
bakteriziden Serumwirkung scheint zunächst noch die etwas ab- 
weichende lnaktivierungsteinperatur für beide zu sprechen. Für 
das normale Rinderseruni ist aber diese Verschiedenheit bereits 
viel geringer und tritt meist weniger hervor als bei Innnnnseruin 
und überdies trägt die leicht nachweisbare Relativität der In 



404 



Theorie der Serumaktivität. 



aktivierungstemperatur noch weiter zur Verwischung des Unter- 
schiedes bei ; ja sie gibt sogar einen guten Anhaltspunkt für 
eine weitere Beurteilung und Klarstellung der obwaltenden Ver- 
hältnisse ab. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafs quanti- 
tative Verhältnisse des Immunkörpers und Komplementes eine 
Rolle im Ablauf der Serumreaktionen zu spielen scheinen. Da 
Hitze vorwiegend das Komplement schädigt, so mufsmit steigendem 
Temperaturgrade (bzw. längerer Dauer der Erwärmung) ein Serum 
immer ärmer an wirksamem Komplemente werden. Wenn man 
nun sieht, wie am frühesten die bakteriolytische, etwas später 
die präzipitierende, zuletzt die agglutinative Fähigkeit des Serums 
relativ und absolut abnimmt, so folgt der Schlufs, * dafs bei 
gleichem Immunkörpergehalte zur Einleitung der Bakteriolyse 
sehr viel, zur Präzipitation weniger, zur Agglutination am wenigsten 
Komplement notwendig ist. Das steht in bester Übereinstimmung 
mit der absoluten Wirksamkeit des Serums, was ja bei Immun- 
seren am deutlichsten hervortritt. Bekanntlich entfalten diese, 
wie am meisten v. Dungern für hämolytische Sera betont hat, 
so wie sie aus dem Tiere entnommen werden, überhaupt nicht 
jene lösende Fähigkeit, die ihnen nach ihrem Immunkörper- 
gehalte zukommen würde; erst wenn man ein fremdes, sehr 
immunkörperarmes Serum als Komplement zusetzt, tritt sie her- 
vor. Die präzipitierende Fähigkeit bedarf keines solchen Zu- 
satzes und die agglutinierende verträgt die stärksten Verdünnungen, 
d. h. die stärkste relative Kompleraentverarmung. 

In einem merkwürdigen und gewifs nicht bedeutungslosen 
Gegensatze dazu steht die Möglichkeit der Keaktivierung der 
drei Serumwirkungen, sobald einmal das Komplement zerstört ist: 
die Bakteriolyse und Hämolyse läfst sich spielend leicht, die Prä- 
zipitation und Agglutination so viel schwerer herstellen, dafs die 
diesbezüglichen Angaben sogar vielfachen Zweifeln begegnet sind. 

Das scheint auf den ersten Anblick hin einen Widerspruch 
gegen die Behauptung zu bilden, dafs gerade zur Bakteriolyse 
sehr viel, zur Einleitung der anderen Serumreaktionen viel weniger 
Komplement nötig sein soll; denn es sieht so aus, als ob sich 
eine sehr geringe Kompleinentmenge leichter als eine grofse er- 
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ganzen lassen müsse. Aber die Lösung des Widerspruches liegt 
in der Aufdeckung des rqvjior i!<ddo<; der Reagenzglasversuche 
mit Serum: man setzt nie ein wirkliches Komplement zu. 
sondern aktives Serum, also eine Mischung von Immunkörper 
und Komplement. Ist ein solches, wie z. B. das als Komplement- 
quelle viel benutzte Meerschweinchenserum, überhaupt sehr 
arm an Immunkörpern, so kommen sie bei einem bakteriolytischen 
oder hämolytischen Prozesse nicht zur Geltung, und mau hat 
daher einiges Recht, wirklich blofs von Komplement zu reden. 
Dort aber, wo die Reaktion bei Gegenwart von viel Immun- 
körper durch relativ wenig Komplement eingeleitet wird, wie bei 
der Agglutination und Präzipitation stört der Eigengehalt des 
aktiven Serums an Immunkörpern so sehr, dafs es zur Ergänzung 
eines inaktivierten anderen Serums nicht zu brauchen ist. Aus diesem 
Grunde ist die Ergänzung eines inaktivierten agglutinierenden Im- 
munserums Bail 1 ) am besten mit der Exsudatflüssigkeit infizierter 
Tiere gelungen, wo die Immunkörper durch die Bakterienver- 
mehrung verbraucht waren, während das Komplement in relativ 
reinem Zustande übrig blieb und deshalb konnte auch Herr 
Dr. Braun die Ergänzung der Agglutination eines durch Hitze 
inaktivierten Rindersorums mit einem anderen durchführen, das 
vorher mit Bakterien behandelt war. Damit hängt es offenbar 
auch zusammen, dafs die Hemmung der verschiedenen Serum- 
reaktionen durch inaktiviertes Serum, also durch Immunkörper- 
überschufs verhältnismäfsig leicht bei der Agglutination, schwerer 
bei der Präzipitation, am schwersten bei der Bakteriolyse und 
zwar da nur durch den künstlich vermehrten Immunkörpergehalt 
spezifischer Sera zu erreichen ist. 

Weitere Aufschlüsso gibt die Untersuchung des Einflusses, 
welchen die Menge der Bakteriensubstanz auf den Ablauf der 
Serumreaktionen ausübt. Berücksichtigt man nur das Geschehen 
an Vibrionen selbst, so sieht man, wie sowohl die Agglutination 
als die Bakteriolyse bei Anwendung einer zu grofsen Menge von 
Cholerakultur aufhört : der physiologische Effekt der Bakteriolyse 



1) Dienee Archiv, Bd. 43. 
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im Plattonversuehe wird überhaupt unmerklich, bei der Aggluti- 
nation sieht man, dafs von einer gewissen Menge Vibrionen an 
nicht mehr so viel agglutiniert wird, als der Kraft des Serunis 
nach zur Zusammenballung gebracht werden könnte , sondern 
viel weniger. Daraus folgt mit Sicherheit, dafs die Reaktion 
hei Anwesenheit von zuviel Bakteriensubstanz für eine be- 
sehrankte Menge Serums verhindert oder ganz unmöglich wird. 
Die Bakteriensubstanz ist nach der hier entwickelten Vorstellung 
der eine der reagierenden Stoffe, der andere ist der Serum- 
immunkörper. Wenn, wie eben bemerkt wurde, auch der Über- 
schuß dieses die Reaktion als Kompleinentablenkuug oder Ag- 
glutinoidwirkung erschwert oder unmöglich macht, so liegt eine 
sofort auffallende Analogie zu einem allgemein bekannten Ver- 
halten der Fermente vor, wonach Überschufs des einen oder 
des anderen der durch ein Ferment zur Reaktion gebrachten 
Substanzen die Fermentwirkung verhindert, und es besteht somit 
aller Cirund, das Ausbleiben der Reaktion bei Überschufs von 
Bakterieusuhstanz oder Serumimmunkörper in einem Versagen 
des Komplements zu suchen, das sich auch hier wie andere, 
bekanntere Fermente verhält. 

Dann aber kann man sich folgende Vorstellung von der 
Serumreaktion auf geformte Bakterieusuhstanz machen. Eine 
bestimmte Menge aktiven Rinderserums enthält eine gewisse 
Menge Immunkörper und überdies ein Ferment, das Komplement. 
Setzt man eine mäfsige Menge von Vibrionen zu, so wird die 
einzig mögliche Reaktion, die Verbindung von Immunkörper und 
Bakteriensubstanz durch das vorhandene Komplement veranlagt 
und als Präzipitation innerhalb des Bakterienleibes bis zur vor- 
läufigen Vollendung der Bakteriolyso durchgeführt. Steigert man 
die Menge der Vibrionen, so werden die Verhältnisse für die 
katalysatorische Wirkung des Komplementes durch Überschufs 
der einen reagierenden Substanz ungünstig, es kommt nicht 
mehr zur vollständigen Reaktion, sondern nur zu einer Art Vor- 
stufe derselben, der Agglutination, bis schliesslich auch diese bei 
weiterer Vermehrung der zugesetzten Vibrionenzahl aufhört und 
nur noch ein Rudiment der katalysatorischen Komplement- 
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Wirkung in der sog. Besetzung der Bazillen mit Immunkörper 
übrig bleibt, eine Art lockerer Paarung der reagierenden Sub- 
stanzen, die keine äufsorlich .siebtbaren Folgen mehr bat, und die, 
wie die Versucbe von Landsteiner, Kisenberg u.a. zeigen, 
unter Umständen leicht gelöst werden kann. — Der gleiche Effekt 
inufs aber auch eintreten, wenn bei gleichbleibender Vibrionen- 
zahl das Komplement durch Erwärmung vermindert, besser aus- 
gedrückt, wenn seine katalysatorische Wirkung durch höhere 
Temperatur geschädigt wird. Der Rest, der danach zurück- 
bleibt, wird in der Entfaltung seiner Kraft jetzt durch den Über- 
schufs der anderen reagierenden Substanz, des Immunkörpers 
gehemmt, es tritt bei der sog. Inaktiviernng erst Komplement- 
ablenkung für die bakteriolvtische, später für die agglutinatorische 
Serumreaktion (Agglutinoidbildung) ein, und nur ein ganz 
geringes, ge^en Erhitzung sehr resistentes Komplomentüber- 
bleibsel erlaubt auch dann noch bis zu einem gewissen Grade 
die sogenannte Besetzung der Bakterien mit Immunkörper. Koni- 
plementablenkung für Bakteriolyse ist aber das gleiche, was 
Agglutinoidbildung für die Agglutination ist. Einen sehr deut- 
lichen Beweis dafür bilden die Verhältnisse des spezifischen 
Immunserums, deren Untersuchung auf die Namen von Kraus, 
Eisenberg, Scheller, Bail u.a. zurückgeht. Ein konzen- 
triertes Immunserum agglutiniert schon nach kurzer Zeit nicht 
mehr, erst in Verdünnung entfaltet es starke Wirkung. Es hat 
eben das Komplement durch die Lagerung gelitten und befindet 
sich im reinen Serum im Mifsverhältnisse gegen den Immun- 
körpez, dessen Überschufs jetzt hemmt. Eine Verdünnung be- 
trifft zwar in gleicher Weise Komplement wie Immunkörper, aber 
das Mißverhältnis beider ist doch beseitigt, weil ja ein Ferment 
an proportionale Mengenverhältnisse nicht absolut gebunden ist. 
Für Bakteriolvse, wo öfters schon ein frisch entnommenes spe- 
zifisches Serum Komplementablenkung aufweist, liegt diese Er- 
kläruugsart noch näher. Mit einem solchen kann man das 
Maximum der Wirkung nur erzielen, indem man den Immun- 
körper verdünnt; das kann aber nicht durch einfachen Zusatz 
von Kochsalzlösung geschehen, weil dieser das Komplement 
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unverhältnismäfsig stärker betreffen würde als den Immunkörper. 
Hingegen liefert Zusatz eines von Natur aus immunkörperarmen 
Serums, also einer relativ konzentrierten Komplementlösung, 
eine Verdünnung, welche den Immunkörperüberschurs beseitigt, 
ohne die bis zum Ende, d. h. der Bakteriolyse gehende Ferment- 
wirkung in der dazu nötigen Konzentration zu beeinträchtigen. 
Statt dieser Methode kann man aber auch den Immunkörper 
selbst zu vermindern versuchen, und so erklärt sich der merk- 
würdige Ausfall einiger Versuche mit teilweise inaktiviertem 
Rinderserum. 

L Verwendet wird teilweise aktives, teilweise bei 48° und 52» durch 
je '/, Std. erhitztes Rinderserum. Einsaat 0,05 ccm Bouillonkultur : 





Serum 


7, Std. 48° 


' , Std. 52 




aktiv 


erwärmt 


erwärmt 


0,1 ccm Serum -)- 0,1 ccm Na-Cl I.ÖB. 


0 


»532 


8864 


0,1 « + 0,001 ccm Extrakt 


0 


528 


5960 


0,1 > » 4-0,005 < > 


736 


1424 


11200 


0,1 » > -0,01 » 


2128 


1136 


10300 


0,1 » > t-0.05 » 


üb. 10000 


ca. 10000 


ca. 40000 


II. Verwendet wird teils aktives, teils auf 48° 


und 50° erwärmtes Se 


Einsaat 0,01 ccm Bouillonkultur. 










Serum 


V, Std. 48° 


Std. 50« 




aktiv 


erwärmt 


erwärmt 


0,1 ccm Serum -\- 0,1 ccm Na Cl-U>s. 


0 


10 


980 


0,1 > • + 0,0005 ccm Extrakt 


0 


0 


4 


0,1 . » 0,001 » 


4 


0 


324 


0,1 . . f 0,005 » 


0 


2100 


ca. 3000 


0,1 » . 4- 0,01 » 


312 


ca. 5000 1 


( Üt>. 10 (KX) 


0,1 » » -(-0,05 


ca. 9000 


üb.10000 | 



Für solche Versuche, die allerdings nicht immer gleichmäfsig verliefen, 
dürfte keine andere Erklärung möglich sein als die, dals die Erhitzung nur 
einen Teil des Komplementes, der zur Bakteriolyse notwendig war, zerstörte, 
dadurch einen Immunkörperüberschufs und teilweise Komplementablenkung 
hervorrufend. Durch die unmerkliche Präzipitation der kleinsten zugesetzten 
Extraktmengen wurde ein Teil deB Immunkörpers beseitigt und dadurch die 
Bedingung für die noch mögliche Bakteriolyse wieder hergestellt. Ein 
stärkerer ExtraktzuBatz zerstörte natürlich durch Immunkörperentfernung 
jede Wirkung. 
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Vermindert man bei gleichbleibender Vibrionenmenge den 
Immunkörper, wie dies durch Zusatz von Extrakt und Ein- 
leitung der danach auftretenden Präzipitation möglich ist, so 
hört natürlich, mangels eines der reagierenden Stoffe, jede Re- 
aktion auf Bakterien auf und zwar, wie zu erwarten ist für 
Bakteriolyse früher als für Agglutination. Sie kann aber durch 
Zusatz von Immunserum und auch von erhitztem Rinderserum 
(namentlich iür Härnolyse) wieder hergestellt werden, und dabei 
tritt nun jene eigentümliche Form der Komplementablenkung 
auf, welche auf Seite 378 ff. beschrieben wurde. Es ist sehr schwer, 
diese Erscheinung zu erklären, welche sich so definieren läfst, 
dafs nach Behandlung eines Rinderserums mit Choleraextrakt 
die verlorengegangene Bakteriolyse sich zwar ergänzen läfst, 
aber nur durch bestimmte Mengen von spezifischem Immun- 
serum; werden diese überschritten, so tritt Vibrionenvermehrung 
auf und zwar weit, früher als das im unveränderten Serum durch 
Komplenientablenkung geschieht. 

Anscheinend ergibt diese Feststellung einen Widerspruch 
gegen die bisher angewendete Erklärungsweise der Serum- 
reaktionen. Denn nach Entfernung des natürlichen Immun- 
körpers des Rinderserunis durch Präzipitation dürfte die Hem- 
mung durch einen Übersehufs von frisch zugesetztem erst später 
erfolgen, als wenn der ursprüngliche noch vollständig erhalten 
ist. Man darf dabei aber eines l'mstandes nicht vergessen, der 
schon vorher hervorgehoben wurde, nämlich dafs die Entfernung 
des Choleraextraktes durch Präzipitation niemals eine vollständige 
ist, und dafs um so mehr Extrakt unausgefällt erhalten bleibt, je 
mehr von vornherein zugesetzt wurde. Ein Blick auf die Ver- 
suchsresultate der Seiten 378, 379 zeigt, dafs auch die Komplement- 
ablenkung im ausgefällten Serum um so leichter und schneller 
erfolgt, je mehr Extrakt zur Ausfüllung verwendet wurde. Man 
kann nun bei Durchführung eines derartigen bakteriolytischen 
Versuches leicht beobachten, wie sich die Proben, in denen bei 
Immunserunizusatz Wachstum eintritt, mehr weniger rasch und 
stark durch Präzipitation trüben. Danach liegt es sehr nahe, 
den Grund dieser Komplementablenkung in einer sekundären 
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Präzipitation, die sich an dem von der ersten Ausfällung her 
gelöst gebliebenen Extrakte abspielt, zu suchen. Denn auch ein 
Immunseruin erleidet durch Extraktzusatz und Präzipitation 
Immunkörperverlust. 

Die wenigen Versuche mit Iminunserum, deren einige hier angeführt 
seien, hatten nur den Zweck, festzustellen, dafs der spezifische Immunkörper 
den gleichen Regeln folgt wie der natürliche des Rinderserums. 



I. Ks werden hergestellt: 

Kxlrakt Iinmuiiüenitn Na< l-!,osunjj 

I. 0,5 ccm -j- 0,001 rem in 0,1 rem 
II. 0,5 > -j- 0,01 . » 0,1 . 
III. 0,5 » r 0,1 » > 0,1 » 
IV*., V., VI. in gleicher Weise wie 1.- III 
aber mit normalem KanincheiiHerum 
hergestellt. 
VII..VIII .IX.ingleicherWeisewiel.-IIJ. 
hergestellt, aber statt mit Kxtrakt 
mit Na Cl- Losung. 



Das Immunserum stammt von 
einem mit bei 60° abgetöteten 
Vibrionen immunisierten Kanin- 
chen und ist frisch Bei 2std. Auf- 
enthalt bei 37° entsteht in III. ty- 
pische, in II. beginnende Aus- 
flockung, I. zeigt nur Trübung. 
Die Proben werden zontrifngiert 
und '/, Std. auf 56» erhitzt. 



Der Versuch zerfallt in 2 Teile: 

a) Wirkt das Irntminserum nach der Präzipitation noch bakteriologisch ? 
Als Versuchsserum dient normales Moerschweinchenserum. Einsaat 
15—20 000 Vibrionen. 





Meemrhw.-St'nuu 


NhCI-Iainuiik 








IminunRerum 




L 


0,25 ccm 


— 0,75 ccm 










192 


2. 


0,25 


» 


+ o,(>y . 


- 0,06 ccm 


von I 


entspricht 


00 


3. 


0,25 


» 


4- 0,09 . 


-f o,o»; 




• VII 


0,0001 ccm 


1 


4. 


0,25 


» 


+ 0.57 . 


f 0,18 


> 


• I 


entspricht 


0C 


5. 


0,25 


► 


f 0,57 » 


- 0,18 




» VII 


0,0003 ccm 


0 


6. 


0,25 


> 


-t- 0,(19 . 


+ 0,06 


> 


. II 


entspricht 


J- 


7. 


0,25 


> 


4- 0,69 , 


• 0,06 




» VIII 


0,001 ccm 


0 


8. 


0,25 


> 


) 0,57 , 


+ 0,18 


> 


. II 


entspricht ca. 80 000 


9. 


0,25 


i 


-r- 0,57 . 


4- 0,18 


- 


. VIII 


0,003 ccm 


0 


10 


0,25 


t 


1 0,09 . 


+ 0,06 


> 


1 III 


entspricht 


•1 


n. 


0,25 


» 


•0,69 » 


— 0,06 


• 


» IX 


0,01 ccm 


0 


12. 


0,25 


> 


^0,57 . 


+ 0,18 


» 


. III 


entspricht 


0 


13. 


0,25 


> 


+ 0,57 . 


{ 0,18 


> 


. IX 


0,03 ccm 


0 



hi Hat das Extrakt seine hemmende Wirkung durch die Präzipitation 
verloren? Einsaat wie im Teile a). Als VerauchsBerum dient das 
gleiche Meerschweinchenserum, das für 0,25 ccm 0,0001 ccm Immun 
serum enthält. 



Digitized by LiOOQle 



Von Prof. Dr. Oskar Kail u. Privatdoze nt Dr. Edmund Hoke. 411 





Mcerechw -Kerum 


SKCl-U.HtlllK 






Kxtrakt 


1. 


0,25 ccm 


■ 1- 0 7ft 


Will 








0 


2. 


0.25 > 


1 0 fi9 




| 0,06 ccm von 1 1 


entspricht oo 


J. 


0,25 » 






4 0 06 




, IV 1 


0,05 ccm j. 


4. 


0,25 » 


4. n HR 




■f 0,12 


• 




entspricht oc 


- 


0,25 » 


i o 63 




• 0,12 


> 


. IV | 


0,1 ccm -J- 




0,2. r > > 


1 0,69 


> 


4- 0.06 


> 


. III 


entspricht oc 


7. 


0,25 . 


t 0,69 




I 0,06 




• v/ 


0,05 ccm oc 


8. 


0,25 . 


-f 0,63 


> 


- 0,12 


> 


' 


entspricht ca. 120000 


9. 


0,25 . 


f 0,63 


1 


- 0,12 


> 


. vf 


0,1 ccm oo 


10. 


0,25 , 


- 0,69 


> 


-f- 0,06 


i 


» III 1 


entspricht 0 


11. 


0,25 » 


4- 0,69 




4 0,0K 


i 


. VI f 


0,05 ccm oo 


12. 


0,25 . 


+ 0,63 


> 


- 0,12 


-> 


» III 1 


entspricht 0 


13. 


0,25 » 


4- 0,63 




- 0,12 


9 


. VI l 


0,1 ccm x 



II. Ks werden hergestellt: 

Nach 1 Std. Aufenthalt ist die Präzipitation überall 
sehr stark, die Niederschläge i. T. bereits abgesetzt. 
Die Proben werden zentrifugiert und V, Std. auf 56" 
erwärmt und daraus die Verdünnungen des Ver- 
suches hergestellt. 



luiuiunseruu) Kxtrakt 
I. 0,05 ccm 4- 0,6 ccm 
II. 0,05 . 4- 2,5 , 
in. 0,05 , i 3,75 » 



Als Versuchsserum dient normales Kaninchenserum. 
Vibrionen. 

a) Wirkt das Immunserum noch bakteriolytisch ? 

Kanlnchi'nserum N» Cl-I^wing Immunserum 
1. 0,25 ccm • 0,75 ccm 



Kinsaat 10—16000 



2. 0,25 

3 0,25 

4. 0,25 

5. 0,26 

6. 0,25 

7. 0,25 
8 0,25 
9. 0,25 

10. 0,25 

11. 0,25 

12. 0,25 

13. 0,25 

14. 0,25 

15. 0,25 
16 0,25 

17. 0,25 

18. 0,25 

19. 0,25 



-f- 0,65 

I 0,7 

f 0,65 

+ 0,69 

4- 0,63 

+ 0,65 

4- 0,7 

— 0,65 
- 0,49 
f 0,23 
• 0,65 
r 0,7 

- 0,65 
-f- 0,37 

+ 0 

+ 0,65 
+ 0,65 
+ 0,65 



• 0,0001 ccm aus I 
-j- 0,0005 

. 0,001 
-f 0,005 
-L 0,01 
4- 0,0001 
+ 0,0005» 
- 0,001 
4- 0,005 
+ 0,01 
-T- 0,0001 

. 0,0005 

'■ 0,001 
-I 0,005 

• 0,01 
f 0,0001 



+ 0,001 
+ 0,01 



> I 
» I 
. I 
» 1 

> II 
. II 
» II 
» II 
I II 
» III 
. III 

. HI 

. III 

> III 

unverändert 
» 



3680 
7 928 
1024 
0 
0 
0 
720 
193 
62 

über 15 000 
ca 100 000 

32H 
264 

560 

ca. 100000 



b) Hat das Extrakt seine hemmende Wirkung durch die Präzipitation 
verloren? Als Versuchsserum dient Kaninchenserum, das für 0,25 ccm 
0,0001 ccm Immunserum enthält. 

27» 
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Kaninrheiwnim NbCI-U^ihir Kxtrakt 



l. 0,25 


CT III 


-f- 0,75 ccm 








ü 


2. 0,25 


) 


1 0,7 » 


; o,o6 


ccm aus I 


ii 


3. 0,25 


> 


t 0,65 » 


f 0,1 


> 


1 


0 


4. 0,25 


% 


r 0,7 . 


— 0,05 




1 II 


16 


5. 0,25 


i 


■4- 0,65 . 


+ 0,1 


1 


» II 


320 


6. 0,25 


i 


+ 0,7 . 


4- 0,05 


> 


> III 


272 


7. 0,25 


> 


-f- 0,65 » 


+ 0,1 


1 


• III 


9-14 


8. 0,25 

9. 0,25 


1 

;■ 


-f 0,7 . 
-f- 0,65 » 


+ 0,05 
-f 0.1 


> 
> 


unverändert 
> 


J über 100 000 



Üer VerBach I ist an sich vollständig klar. Im Teil b) des II. Ver- 
BuchsbeiBpiel» tritt der Verlust der hemmenden Extraktwirkung unmittelbar 
hervor, der Teil a) zeigt den VerluBt des Immunserum» an bakteriolytischen 
Immunkörpern mit steigender Menge des zugesetzten Extraktes an, wozu 
Bich überdies die hemmende Wirkung des von der Präzipitation her zurück- 
gebliebenen Extraktes in den Serumproben II und III gesellt. 

Das Itnmunserum verhält »ich also mit seinem spezifischen Immun- 
körper der gelösten Cholerasubstanz gegenüber wie das normale Rinderserum. 

Nur äufserlich abweichend vom Bilde, das die Bakteriolyse 
und die Agglutination darbietet, verhalt sich die Präzipitation. 
Sie ist einfach das Gegenstück dessen, was an der geformten 
Vibrionensubstanz geschieht, sobald diese gelöst als Extrakt vor- 
liegt. Wie die Bakteriolyse, so ist auch die Präzipitation nichts 
anderes als die durch Fermentwirkung herbeigeführte Verbindung 
von Bakteriensubstanz und Serumimmunkörper: das Wesen bei- 
der Reaktionen ist das gleiche und nur die Form des äulser- 
lichen Geschehens ist verschieden. Das eben gebrauchte Schlag- 
wort drückt das Resultat der ganzen Untersuchungsreihe treffend 
aus: Bakteriolyse ist nichts anderes als Präzipitation der Bak- 
teriensubstanz in ihrer morphologisch determinierten Erscheinungs- 
weise, und in diesem Sinne ist die Präzipitation die einzig mög- 
liche Reaktion zwischen Serum und Bakterien. 

Das mikroskopische Bild der Bakteriolyse bietet nichts dar, 
was dieser Anschauung widersprechen würde, das Aussehen einer 
vollständig „aufgelösten" Vibrionenmenge ist das gleiche wie 
das eines Präzipitates. Wieso die Verbindung des Serumimmun- 
körpers mit der Vibrionensubstanz, so lange diese noch geformt 
und dabei lebendig ist, möglich ist, das wird zu einem morpho- 
logischen Problem der Bakterienkunde, zu dessen Lösung An- 
sätze in den Arbeiten von Baumgarten, Walz und Fischer 
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vorliegen. Ob der Serumimmunkörper eine gesonderte Bakterien- 
membran durchdringen mnfs, ehe er mit dem kolloidalen Inhalt des 
Vibrio Niederschlage bilden kann, welche die Hülle zerreifst, oder 
ob der gesamte Bazillenleib in die Präzipitation einbezogen 
wird, dns sind Sonderfragen, deren Besprechung nicht mehr 
hierhergehört. Dafs aber die möglichst vollständige Verbindung 
von Bakteriensubstanz und Serum schliefslich den Tod des 
Mikroorganismus herbeiführen mnfs, liegt auf der Hand. 

Auch die weitere Frage kann aufgeworfen werden, welcher 
Stoff im Serum als Immunkörper fungiert, Eigene Versuche 
darüber fehlen, es sei aber namentlich auf die Arbeiten von 
Moll hingewiesen, die eine ganz innige Beziehung zwischen 
Globulingehalt und präzipitierender Kraft eines Serums feststellen 
konnten, sowie auf die im grofsen übereinstimmenden Resultate 
der Forschungen, welche die Aktivität des Serums an das Globulin 
und seine verschiedenen Fraktionen gebunden fanden. (Pick, 
Obermeyer, Ascoli u. v. a.) 

Ein Einwand, der gegen die prinzipielle Gleichsetzung von 
Bakteriolyse und Präzipitation erhoben werden könnte, mufs noch 
berücksichtigt werden. Ks gibt nämlich sehr viele normale Sera, 
bei denen mau Bakteriolyse, aber nur sehr wenige, bei denen 
man Präzipitation feststellen kann, ein Mißverhältnis, das er- 
klärt werden mufs. Die Erklärung dafür liegt aber in dem wieder- 
holt hervorgehobenen Umstände, dafs eine bestimmte Beziehung 
zwischen der präzipitierenden Kraft eines Serums und der Kon- 
zentration der gelösten präzipitablen Substanz einer Flüssigkeit 
besteht. Je stärker die letztere, umso geringer kann die erstere 
sein und umgekehrt. Die stärkste Konzentration von Bakterien- 
substanz findet sich aber im Bazillenleibe selbst und an ihm 
kann daher die präzipitierende Kraft eines Serums als Bakterio- 
lyse voll zur Geltung kommen. 

Es wird auch die merkwürdige Erscheinung leicht verständlich, 
dafs Bakterien, namentlich Typhusbazillen, auf verschiedene Weise 
leicht eine mehr weniger vollständige Widerstandskraft gegen 
die Einwirkung des Serums erlangen können. Der Erklärungs- 
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möglichkeiten gibt es dabei gleich mehrere, die sich experimentell 
auf ihre Brauchbarkeit prüfen lassen werden. Wenn z. B. der 
Bazillus eine differenzierte Hülle hat, welche das Serum erst 
durchdringen mufs, ehe es mit der Bazillensubstanz reagieren 
kann, so braucht diese nur, z. B. durch Verschleimung undurch- 
dringlich zu werden. Wäre aber der Bazillus nackt und etwa 
nur, wie die Amöben, von einer Art Ektoplasma umgeben, so 
kann auch dieses entweder impermeabel werden, oder der Ba- 
zillus kann sogar die äufsersten Teile seiner Leibessubstanz preis- 
geben; die Präzipitation, die in diesen stattfindet, kann dann 
selbst eine für weitere Serumwirkung undurchlässige Schichte 
liefern. Auf jede dieser Möglichkeiten kann dann die Bildung 
von Kapseln zurückgeführt werden, welche die gegen Serum 
widerstandsfähigen Bakterien öfters, wenn auch nicht immer aus- 
zeichnet. Treffen aber diese Erklärungsweisen nicht zu, so mufs 
schon eine ganz geringe Änderung des Chemismus der Bakterien- 
substanz ausreichen, um die Seruraimmunkörper fernzuhalten, 
da ja ohnedies schon die normalen nur eine sehr geringe Ver- 
wandtschaft zu denselben haben. 

Vermag nun die durch die Reagenzglasversuche erlangte 
Vorstellungsweise der Serumaktivität, nach der diese einzig und 
allein eine unter verschiedeneu äufsercn Formen stattfindende 
Reaktion zwischen Serum und Bazillensubstanz unter dem kata- 
lysatorischen Einflüsse eines Fermentes ist, einen Anhaltspunkt 
für die Bildung der spezifischen Serumaktivität nach Vorbehand- 
lung eines Tieres mit Bazillensubstanz zugeben? Immunisierung 
darf man eine derartige Vorbehandlung nicht ohne weiteres 
nennen. Das was das Serum leisten kann, sind Vorgänge an der 
Bazillensubstanz, die stattfinden ohne Rücksicht darauf, ob der 
Bazillus Krankheit erzeugen kann oder nicht. Nur gegen Bazillen- 
substanz richten sich wieder die spezifischen Veränderungen des 
Blutes und Serums, welche nach Einspritzung von Bazillen und 
Extrakten aus solchen entstehen ; ob das mit der Verhütung der 
Krankheit, die durch Bazillenvermehrung zustandekommt, also 
der wirklichen Immunität, zusammenhängt, das ist eine ganz 
andere Frage. 
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Die erste und ursprünglichste Anschauung üher die Ent- 
stehung der > Antikörper:, zu denen ja auch die spezifischen 
Bakteriolysine gehören, war die namentlich von Buchner und 
Metschnikof f vertretene, dafs sie Abkömmlinge des injizierten 
Bakterienstoffes seien, verändert durch Einflüsse des Körpers. 
Gegen diese Auffassung, die namentlich die nicht unbegrenzte, 
aber unleugbare Spezifität aufs beste erklärte, wurde besonders 
seit Knorrs Untersuchungen am Tetanustoxin und Antitoxin 
das Mifsverhältnis betont, in welchem die Entstehung sehr grofser 
Mengen von Antikörpern mit der winzigen Menge eingespritzten 
Antigens stehe. Die Theorie Ehrlich* schrieb daher auch dem 
vorbehandelten Organismus die Erzeugung der Antikörper aus- 
schließlich zu und liefs dem eingespritzten Stoffe nicht viel 
mehr Bedeutung als die eines nur vorübergehend wirksamen Reizes ; 
jedenfalls sind Antitoxine, Bakteriolysine, Agglutinine usf. nichts 
anderes als Abkömmlinge des Organismus, die nichts von dem 
Antigen in sich enthalten, das die Veranlassung ihrer Bildung war. 

Es soll hier nur noch einiger im ersten Beginne stehender Ver- 
suche Erwähnung geschehen, die geeignet erscheinen, die Frage 
der Entstehung spezifischer Bakteriolysine in ein neues Licht zu 
stellen. Denn der Haupteinwand gegen die Buchner- Met- 
schnikof fsche Anschauung von der Rolle, welche die ein- 
gespritzten Antigene bei der Antikörperentstehung spielen, das 
Mifsverhältnis zwischen den Mengen beider, erscheint sehr wesent- 
lich abgeschwächt, wenn es gelingt zu zeigen, dafs der injizierte 
Stoff nicht mit einem Schlage aus dem Körper verschwindet, 
sondern dafs er, obwohl er Veränderungen erleidet, doch eine 
Zeitlang noch im Organismus fortwirkt. Wenn die in ein Tier 
eingeführte Bazillensubstanz einer bestimmten Serumreaktion 
unterliegt und durch sie verändert wird, das entstandene Reaktions- 
produkt aber noch nicht inoffensiv geworden ist, sondern weitere 
Veränderungen durch das Serum erleidet, und wenn sich dieser 
Prozefs vielleicht noch fortsetzt, dann hat es gar nichts Wunder- 
bares an sich, wenn minimale Bakterienmengen, wie z. B. in 
Friedbergers Versuchen, zu einerganz unverhältnismäfsig er- 
scheinenden Anhäufung von Antikörpern führen. 
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Die nachstehend mitgeteilten Versuche, welche diesen Ge- 
dankengang anregten, sind natürlich noch lange nicht als Be- 
weise anzusehen, scheinen aber geeignet, die Untersuchung des 
vielbehandelten Problems der Serumaktivität auf ein neues Thema 
hinzuweisen. Ihr Hauptergebnis besteht, in kurzen Worten aus- 
gedrückt, darin, dafs die fertige Verbindung von Bazillensubstanz 
und Serumimmunkörper, die je nachdem entweder als Präzipitat 
oder als Vibrionenrückstand nach Bakteriolyse vorliegt, noch nicht 
das definitive Endprodukt der Serumwirkung ist, sondern noch 
weiteren Veränderungen unterliegt, die das Serum ganz ähnlich 
beeinflussen wie der Vibrionenextrakt oder die Vibriouen selbst. 

Setzt man die Aufschwemmung eines gewaschenen Präzipi- 
tates, das durch Fällung von Choleraextrakt mit Riuderserum ent- 
standen ist, frischem aktiven Rinderserum zu, so vermag dieselbe 
erst in sehr grofsen Mengen eine Herabminderung der Serumbak- 
teriolyse zu erreichen. Dennoch ist das Serum tiefgehend beeinflufst: 
denn ein Zusatz von Immunserum ruft in sehr ausgesprochener 
Weise das Phänomen der Komplementablenkung hervor. Ein 
ähnliches Resultat erhält man, wenn man ein Serum mit Präzi- 
pitat behandelt und dieses nach einiger Zeit durch Zentrifugieren 
wieder entfernt. 



I. 20 crm Choleraextrakt wenlen mit der 3 fachen Menge aktiven Rinder- 
HerutnH gefällt, der mächtige Niederschlag wird gewaschen und in 10 rem 
NaCI Los. aufgeschwemmt. Kinaaat 0,05 com Bouillonkultur. Verwendet 
wird teilweise reines, teilweise mit Immnoserura versetztes RinderBerum. 



0,1 com Serum -{- 0,6 enn Na Cl-Los. 
0,1 » » -f-0,4 » 

-|- 0,2 rem Präzipitataufschwemmunj 
0,1 cem Serum f 0,1 cem NaCILös. 



Die gleiche Präzipitataufschwemmung wird unter analogen Bedingungen 
ta Kaninchenserum tugeaetst. Einsaat ca. 10000 Keime. 





Serum 


Serum Serum 


äernm 


0.001 cen 
Immun- 
nerum 


» t 0,01 cem • 0,1 com 
Immun- Immun 
«erum serum 


0 


0 


0 304 


218 


0 


4 ca. 35000 


1032 


976 


4640 x 
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Se rtlin 


Herum 


Serum 




0,001 com 


-f- 0,01 com r 0,1 rem 


nnr 


Immun- 


Immun 


Immun- 






oerum 


nenini 


3 


0 


»5300 


ca. 10000 


1940O 


X 


X 


X 


00 


X 


X 


X 



0,2 com Serum — 0,6 cem Na Cl-Los. 
0,2 » -(-0,4 • » 

4- 0,2 cem Präzipitataufschwemuiung 

0. 2 cem Serum -f- 0,1 ecni Na Cl-Los. 

- 0,6 cem Präzipitataufschwemmung 

II. Das gleiche Rinder und Kaninchensertim wie im Versnchsbeispiele I. 
Von der daselbst benutzten Präzipitataufscbwemmung werden je 2,25 cem 
zentrifugiert und die Sätze mit 0,45 cem aktivem Rinderserum, bzw. 0,9 cem 
Kaninchenseruni 1 Std. bei 37" stehen gelassen. Nach Borgfälligem Zentri- 
fugieren wird das abgegossene klare Serum verwendet. Einsaat ca. 10000. 

1. 0,1 cem des l>ehandelten Rinderserums t 0,6 cem Na Cl-Los. 1528 

2. 0,1 » i » -j- 0,5 » » 

— 0,001 cem Immunserum 0 
3 0,1 cem des behandelten Rinderserums r 0,5 » » 

-f 0,01 cem Immunserum x 

4. 0,1 cem des behandelten Rinderserums ■{ 0,5 » • 

-\- 0,1 cem Immunserum x 

5. 0,2ccmdes behandelten Kaninebenserums i- 0,6 » » 320 

6. 0,2 • » i f 0,5 » 

j- 0,001 ecm Immunserum ca. SO 000 

7. 0,2 cem desbehandeltenKaninehenserums --j- 0,5 » » 

• 0,01 cem Immunserum aö* 

8. 0,2 cem desbehandeltenKaninehenserums -f- 0,5 » > 

f 0,1 cem Immunserum x 

III 20 cem Extrakt werden mit der doppelten Menge Rinderserums ge- 
fällt. Das gewaschene Präzipitat wird in 20 ecm NaCILos. aufgeschwemmt, 
zu 5 und 15 ecm neuerlich zentrifugiert und die so erhabenen beiden Sätze 
a und b mit je 1,5 ecm aktiven Rinderserums ", Std bei 37° gehalten. 
Dann wird neuerlich zentrifugiert. Einsaat l !, ono Agarkultur. 

aktives Serum Zentrifugat a Zentrifugat b 
| 0,12 cem 1-0,12 cem + 0,12 cem 
0,0 cem Na CI I.Ö8. 0 502 216 

0,8 » » 4- 0,01 ecm 

Immunserum 0 li>000 x 

0,85 cem Na Cl-Los. r- 0,05 » 

Immunserum 0 ca. 200000 x> 

0,8 » » +0,1 > 

Immunserum 84 x x 

IV. Eine Kultur Cholera wird in 12 cem aktiven Rinderserums aufge- 
schwemmt und Uber Nacht bei Zimmertemperatur belassen ; der agglutininrte 
Satz, der keine kenntliche Vibrionen mehr enthält, wird gewaschen, in zwei 
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Teile geteilt, neuerlich zentrifugiert und mit je 1 ccm Rinder- nnd Kaninchen- 
Berum 1 Ntd. hei 37° gehalten, wobei er neuerlich flockig auefallt Die durch 
Zentrifugieren geklärte Flüssigkeit wird bei einer Einsaat von 16 (XX) Vibrionen 
verwendet. 

-(- 0,1 ccm -j- 0,1 ccm 

behandeltes Rinderserum behandeltes Kaninchenserum 
0,6 ccm Na Cl-Lös. 0 od 

0,5 » . -4- 0,001 ccm 

Imniunaeruni 0 x 

0,5 ccm Na CMite. -i- 0,01 

Immunserum ca. 70000 ao 

0,5 ccm Na Cl-Lös. - r 0,1 ccm 

Immunserum oo oc 

Reines Rindereerum tötete vollständig ab. ebenso mit Zusatz von Immun 
serum, erat 0,1 ccm Immunserum lieferte ca 400 Kalorien. Reines Kaninchen 
aerum tötete bis auf wenige Keime , ergab Sterilität bei 0,001 ccm Immun- 
serum, 2000 Keime bei 0,01, ca. 10000 bei 0,1 ccm ImmunserumzusaU. 

V. 8 ccm Extrakt werden mit 24 ccm frischen Rinderserums gefällt und 
über Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Ferner wird eine reich- 
liche Agarkultur in 12 ccm Serum aufgeschwemmt und ebenfalls Uber Nacht 
in Zimmertemperatur gehalten. Am anderen Morgen wird «las Präzipitat und 
die sehr voluminöse, völlig agglutinierte, kaum noch kenntliche Vibrionen 
enthaltende Kulturmaaae gewaschen, in je vier Teile geteilt, neuerlich zentri 
fngiert und die Sätze in folgender Weise weiter behandelt : 

ebenso mit 



d. Kultur- 
massen be- 
handelten 
Rinder- 
serum 



I. Präzipitat -{- 1 ccm akt. Rindereer, -f- 0,1 ccm Na CI-Löb. a 

II. > - 1 » » 0,0001 ccm Immunserum b 

III. , _|_ 1 , , , i 0,001 , » c 

IV. .+1». »4 0,01 . » d 

als Kontrolle V 1 ccm Rinderserum +0,1 Na Cl-Lös. ohne Zusatz. 

Einsaat 0,06 ccm Bouillonkultur. 

-r- 0,1 ccm Serum I • 0,1 ccm II -f 0,1 ccm III 

0,1 ccm Na-Cl-Lö«. 208 0 0 

0,0005 ccm Immunserum 0 0 0 

0,001 » 0 0 0 

0,005 . » 1136 392 312 

0,01 » . 2592 2000 2456 

0,05 . » «600 7248 6352 

f- 0,1 ccm Serum IV ^ 0,1 ccm V 

0,1 ccm NaCll^ös. 0 2 

0,0005 ccm Immunserum 0 0 

0,001 » 0 0 

0,005 » 1928 0 

0,01 . , 3680 0 

0,05 » 9800 0 



Uig 
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— 0,1 ccm Serum a + 0,1 ccm b 

0,1 ccm NuCI Löf. 0 0 

0.0005 rem lmmunseriim 0 0 

0,001 89 0 

0,006 » »218 3 

0,01 » » 6240 5760 

0,05 i » x » 



0,1 ccm c + 0,1 ccm d 

171 0 

39 0 

0 0 

75 cc 

3448 od 

OD OC 



VI. Da« gewaschene Präzipitat aus 8 ccm Extrakt mit der dreifachen 
Menne aktiven Rinderserums wird in 4 Teile zentrifugiert und daraus her- 
gestellt: 

Serum I: Präzipitat + l ccm aktiven Rinderserums 
+ 0,1 ccm NaCl Lös. 
» II : Präzipitat + 1 ccm aktiven Rinderserums 

1-0,001 rem lmmunseriim 
> III: Präzipitat { 1 ccm aktiven Kindersernms 

) 0,01 ccm Immunserum 
» IV: Präzipitat + 1 rem aktiven Rinderserums 
-(-0,05 ccm Immunserums 
Ganz ebenso, aber ohne Präzipitat werden die Kontrollnera a, b, c, d 
hergestellt und bebandelt. 

+ 0,11 ccm Serum I + 0,11 ccm II +0,11 ccm III +0,11 ccm IV 



1 , Std. 37°, dann 
zentrifugiert 



0 
27 
11000 
ca. 30000 
ea. 90000 



112 

ca. 22 000 

x 

00 
OD 



0,1 crmNaCI-Lös. 2 0 
0,001 ccm Immunserum 0 0 
0,005 i » 1552 120 

0,01 . » 9700 992 

0,05 » » Ob. 10000 1440 

Die Kontrollseren abisd töteten überall vollständig oder bis auf ver- 
einzelte Keime ab; nur die Proben mit je 0,05 ccm Immunserum lieferten in 
den Kolonienzahlen 408, 102, 320 und 336 die erste Spur von Komplement- 
ablenkung. 

VII. Analog dem VI. Vereuchsbeispiele mit aktivem Kaninchenserum 
angestellter Versuch mit dem in fünf gleiche Teile geteilten, 
Präzipitat von 8 ccm Extrakt mit 16 ccm Rinderserum. 

Serum I: Präzipitat + 1,5 ccm KaninchenBerum 

+ 0,15 ccm Na-ClLös. Serum a 

II: Präzipitat + 1,5 ccm Kaninchenserum 

+ 0,00015 rem Immunserum > b 

» III : Präzipitat + 1,5 ccm Kaninchenserum 

+ 0,0015 ccm Immunserum » c 

IV: Präzipitat + 1,5 ccm Kaninchenserum 

+ 0,015 ccm Immunserum » d 

» V: Präzipitat + 1,5 ccm Kaninchenserum 

+ 0,075 ccm Immunserum » e / 

Nach 1 stdg. Aufenthalt bei 37° werden die Proben zentrifugiert und 
18000 



Wie die 
Sera 1 bis V 
aber ohne 
Präzipitat 
hergestellt. 
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- 0,3 ccm Serum I -»- 0,3 ccm 11 -f 0,3 ccm III 
0,1 ccm NaCI-I.ös. «624 49 0 
0,0005 ccm Immunserum 61 392 0 
0,001 » 0 0 0 
0,01 » . fi424 3008 7604 

-f 0,3 ccm Serum IV • 0,3 ccm V 

0,1 ccm Na Cl. Los 0 160 

0,0005 ccm Immunserum 11 121(5 

0,001 » » 60 2880 

0,01 . » ca. 13000 x 

■f- 0,3 ccm Serum a ■ 0,3 ccm h t 0,3 ccm c 
0,1 ccm NaCl-LOs. 3 288 0 
0,0000 ccm Immunsenini 1 •_> 0 
0,001 » 3 0 0 
0,01 » 384 10 8 

• 0,3 ccm Serum d f 0,3 ccm e 
0,1 ccm Na CI-Löh. 0 128 
0,0005 ccm Immunserum 0 256 
0,001 » 0 67 
0,01 , » 32 1376 

Eine vollständige Deutung dieser Versuche zu geben, für 
welche bisher, soweit zu ersehen, keine anderen Beispiele in 
der Literatur vorliegen, kann noch kaum unternommen werden. 
Das hervorstechendste Merkmal derselben ist ein der Komple- 
mentablenkung analoges Versagen der Immunserumwirkung. Es 
liegt nach den S. 380 gegebenen Darlegungen am nächsten, eine 
Komplementabsorption durch das Präzipitat als Ursache anzu- 
nehmen, wodurch ein Mißverhältnis zwischen dem rückblei- 
benden Reste desselben und dem Immunkörper eintreten 
würde. Aber aus den Beispielen V, VI und VII geht sehr 
deutlich hervor, dafs auch der Immunkörpergehalt des Serums, 
das mit Präzipitat behandelt ist, einen sehr wesentlichen Ein- 
flufs auf das spätere (ieschehen hat. Es sieht ganz so aus, als 
ob jene Sera, welche am reichsten an Immunkörpern sind, 
durch die Präzipitatbehandlung am allermeisten verändert würden, 
was bei blofser Komplementabsorption ohne Beteiligung des 
Immunkörpers ganz unverständlich wäre. Eine genauere Ana- 
lyse des Beispiels VI ergäbe, dafs im Serum IV, das bei Zusatz 
von 0,05 ccm Imiminserum auf 1 ccm mit Präzipitat behandelt 
wurde, die absolute Bakteriolyse nur wenig gelitten hat, dafs 
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aber schon der geringste Zusatz von neuem Immunserum jede 
bakteriolytische Wirkung beseitigt, wovor» das genau gleich her- 
gestellte, ohne Präzipitat gelassene Kontrollserum d nichts auf 
weist. Das Serum II, dessen Immunkörpergehalt vor der Prä- 
zipitatbehandlung geringer war, ist weniger stark beeinHufst, 
zeigt sogar eine Besserung der Bakteriolyso gegen das ohne 
Immunserum der Präzipitatwirkung ausgesetzte Serum I. Noch 
viel deutlicher ist das alles beim Versuche VII mit Kaninchen- 
serum. Hier kann die Bakteriolyse des Serums I, die durch 
die Präzipitatbehandlung verloren war, durch Zusatz geringer 
Immunserummengen wieder hergestellt werden, ganz so, als ob 
der Immunkörper durch Extrakt oder Bakterien vermindert 
worden wäre. Ein Zusatz von wenig Immunserum vor der 
Präzipitatbehandlung (Serum II und III) schützt vor diesem 
Bakteriolyseverlust und erst grofse Mengen Immunserum und 
Präzipitat rufen tiefgreifende Änderungen im Verhalten des 
Serums hervor. Man vergleiche mit dem Versuch VII folgenden 
Versuch mit Rinderseruni. 



Es werden hergestellt 

aktive« 



Serum 1 
II 

• III 
. IV 



Kitt 

1 cem 
1 • 
1 » 



Extrakt 

- 0,2 cem 
+ 0,2 > 
+ 0,2 , 

^0,2 . 
Einaaat 0,05 cem Bouillonkultur. 

1. 0,25 cem von Serum I . 

2. 0,25 . 



Itnrauoserum 

(in o,o.'. itih 
Na('l-l..munKi 
: 0,0005 cem 

-r 0,0025 » 
+ 0,005 » 
NaCM>»»uiiK 
— 0,06 cem 



Die Präzipitat« 
werden abzentri- 
fugiert. 



3 0,25 

4. 0,25 

5. 0,25 
ß. 0,25 
7. 0,25 



n 

III 

IV 

> + 0,0001 cem Immunserum 

» -i 0,0005 . 

» f 0,001 



10 300 
193 

0 
9l MM) 
420 

0 

M 



Auch hier hat der vor der Präzipitation erhöhte Immun- 
körpergehalt des Rinderserums einen Schutz vor Bakteriolyse- 
verlust erzielt, sowie der nachträgliche Iinmunserumzusatz diesen 
Verlust wieder ausgleichen konnte. Die Analogie mit dem Ver- 
suchsbeispiele VII und teilweise auch VI ist so unmittelbar ein- 
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leuchtend, dafs man wohl einiges Recht hat, anzunehmen, es 
müsse auch das anscheinende Endprodukt der Reaktion zwischen 
Serum und Cholerasubstanz noch ähnlich weiterwirken können, 
wie die Cholerasubstanz selbst. Die Art dieser Wirkung näher 
zu studieren, bleibt noch Aufgabe der Zukunft, welche es er- 
hoffen läfst, dafs über die noch durchaus dunklen Vorgänge 
der spezifischen Immunkörperbilduug einiges Licht verbreitet 
würde. 

Jedenfalls läfst sich leicht zeigen, dafs die Wirkung des 
Präzipitates keine unerschöpfliche ist. Ein Präzipitat, das mit 
aktivem Serum behandelt wird, verliert dadurch schliefslich die 
Fähigkeit auf ein anderes Serum, sei es im Sinne einer Bäk- 
teriolysehemmung, sei es in dem einer Komplementablenkung, 
einzuwirken. 

I. Der Teil a) des Versuches gibt Aufschlug über die Wirkung gröfserer 
Präzipitatmengen auf reines und mit Iramunserutn versetztes Rindereerum, 
der Teil b) zeigt das Erlöschen der Präzipitatwirkung an. Einsaat überall 
Vsoto Kultur Cholera. 

a) Das Präzipitat von 25 cem Choleraextrakt mit der doppelten Menge 
aktiven Kinderserums wird in 2,5 cem Na Cl Lösung aufgeschwemmt und 
diese Aufschwemmung dem Versuchsserum (aktiven Rinderserum) unmittelbar 
vor der Vibrioneneinsaat zugesetzt. 



reine« 
.Serum 



Serum mit Serum mit S«nitn mit 
0.0002 cem 0.0012 cem 0,02 cem 
Immuuaerum 



0,2 cem Serum 0 0 0 0 

Prizipitat- 
aufschw emmung 

0,2 . » -f- 0,01 cem 4224 632 81 206 

0,2 » f- 0,05 » 11400 4864 2024 12 900 

0,2 . » T 0,1 > 22 000 20700 25000 ca. 40 000 

b) Je 0,25 cem der Präzipitataufechwemmnng werden zentrifugiert, die 
Siitze mit a) 1,25, b) 2,5, c) 6,25 ecm aktivem Rinderserum >/, Std. bei 37» 
bebandelt, dann zentrifugiert, gewaschen und schliefslich als Präzipitat« a, 
b, c in je 0,25 ecm NaCI-Lösung verteilt. Das gleiche Serum wie im Teiles 
dieses Versuches, der die Kontrolle abgibt. 

Präzipitat Präzipitat a Präzipitat b Präzipitat c 

0,2 cero Serum -f- 0,01 cem 
0,2 » • , 0,05 » 
0,2 » » \- 0,1 » 



1280 


17 


60 


9000 


992 


416 


17 500 


13 400 


720 
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II. E» werden hergestellt: 



KltHleraernm 

I 4 ccm Extrakt -j- 8 ccm 

II 1 Agarknllur Cholera -f- 8 > 



Über Nacht bei Zimmertemperatur ge- 
halten. In I hat «ich typische Präzipi- 
tation, in II Agglutination und Bak- 
teriolyse ausgebildet. 

Die Sfttze beider Proben werden gewaschen und als I und II mit je 

1,5 com aktivem Rinderserum 1 Std. lang bei 37° behandelt, dann zentrifu- 

giert. Als Kontrolle dient III, ein aktives Herum. Einsaat 0,05 com Bouillon 

kultur. 

a) Bäk teriolyse verlust und Komplementablenkung. 

Sc nun I II III 

0,1 ccm Serum -f- 0,1 ccm NaCl-Lösung 1136 12 300 0 

0,1 . » +0,001 . Immunserum 0 11 «00 0 

0,1 i ► + 0,005 » » ca. 18 000 ca. 400 000 0 

0,1 » » -f 0,01 , oo od 8 

0,1 » > 4- 0,05 » ac oo 648 

b) Erschöpfung der PrÄzipitate. Die aus dem Serum I und II des Ver 
suchteiles a abzentrifugierten Präzipitate werden neuerlich mit je 0,5 ccm 
aktivem Rinderserum 1 Std, bei 37" behandelt, abzentrifugiert und in je 
1 ccm frischen Rinderserums aufgeschwemmt. Nach 1 stdg. Aufenthalt bei 
37 0 wird der Satz durch Zentrifugieren entfernt und die rückgebliebene 
Bakteriolyse dieser Sera IV und V untersucht. 

Semin IV V 

0,1 ccm Serum -f 0,1 ccm JsaCI-Losung 0 541 
0,1 > > + 0,001 » ImmunBerum 0 73 
0,1 . » -j- 0.005 » » 5<18 K000 

0,1 » ?- 0,01 , . 20% ca. 25 000 

0,1 . -f 0,05 > » 2960 » 80 000 

Ganz übereinstimmend zeigen solche Versuche, dafs die 
eigenartige Wirkung des Präzipitates bzw. der Vibrionenrück- 
stände nach Bakteriolyse durch Behandlung mit aktivem Serum 
verloren geht, dafs dazu aber sehr bedeutende Mengen not- 
wendig sind, woraus man den Rückschlufs machen kann, dafs 
schon relativ kleine Präzipitatmengen sehr grofse Serummengen 
noch beeinflussen können. Tritt ähnliches auch im Tierkörper 
ein, so ist die Entstehung von viel Antikörpern nach Ein- 
spritzung von wenig Antigen verständlicher geworden. 

Was sich für Veränderungen am Präzipitate abspielen, ist 
nur nach genauerer Untersuchung als sie bisher durchgeführt 
werden konnte, zu sagen. Ein feinverteiltes Präzipitat flockt im 
Rinderserum sofort wieder in groben voluminösen Stücken aus, 
viel schneller als dies etwa in Kochsalzlösung geschieht. Auf- 
lösungserscheinungen sind nicht auffällig. 
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Die merkwürdige Komplementablenkung der mit Präzipitat 
behandelten Sera ist, nachdem vieles gegen eine einfache Korn- 
plementabsorption spricht, sehr schwer zu erklären. Die Deu- 
tung, die der analogen Erscheinung nach Extraktfällung gegeben 
werden konnte (S. 409), trifft hier nicht zu. Aber die Komple- 
meutablenkung ist überhaupt ein noch kaum richtig gedeutetes 
Phänomen. Der Satz, dafs sie eintritt, wenn zwischen Immun- 
körper und Komplement ein Mißverhältnis mit Oberschufs des 
ersteren besteht, umschreibt nur den am leichtesten zu beobach- 
tenden Fall. Er trifft schon nicht für eine andere Beobachtung 
zu, dafs nämlich in der Regel die Komplementablenkung leichter 
bei immunkörperarmen als bei immunkörperreichen normalen 
Seren eintritt, so z. B. im Meerschweinchenserum früher als im 
Rinderserum. 



I Verwendet wird frisches, gleichaltrigen Meerschweinchen, Kaninchen 
und RinderBerum. Einsaat 0,0*2 ccm Cholerabouillonkultur. 



NiH-l-l/.sung 

0,2 ccm Serum -j- 0,1 ccm 
Iiumunserum 
4- 0,0001 ccm 



0,2 
0,2 
0,2 
0,2 

0,2 
0,2 



> 

» 



+ 0,0005 
+ 0,001 
-!■ 0.005 
+ 0,01 
H 0,05 



» 
> 
» 
» 
» 



Meensen« einrheti- Kaninchen- Klmler- 



Memtn 
«•456 

0 
0 
0 
70 
876 
«her 10 000 



Rerum 

loa 

o 
o 

o 

0 
60 

560 



II. Meerschweinchen und 
kultnr. 



Einsaat 0,03 ccm Bonillon- 



Meerechweinehen- 



0,1 ccm Serum -f" 0,1 «cm NaCI-U>sung 

0,1 t > 0,001 i Immunserum 

0,1 » . 4- 0,005 » 

0,1 . . + 0,01 

0,1 » °. 0r > » 

0,1 » » -f 0.1 



ca. 10 000 

400 

0 

40 
ca. 8000 

GC 



Klnder- 
wnnn 
0 
<> 
0 
0 
72 
1036 



Damit stimmt die Übrigens schon aus früheren Versuchen hervorgehende 
Krfalirung übereiu, dafs Kingriffe, welche erfahrun^sgemilfs einen Immun 
korperverlust bedingen, die Kouiplementnhlenkung erleichtern. Daxu gehört 
die Behandlung von Kinderserum mit relativ geringfügigen Mengen von 
Choleravibrionen. 



Digitized by Google 



Von Prof. Dr. Oskar Kail a. Privatdozent Dr. Edmund Hoke. 425 



Serum I 


1 ccm 


+ 


i 

10 


> II 


1 > 




1/ 

J4 


> III 


1 > 


■ r 


V,. 


IV 


1 » 


-f 


0 



III. Eh werden hergestellt: 

_ Die ganz ohne Zusatz frern- 

ftkt. Klndersvmtii Cholera -AKiirkullur , , .... 

<Ierr lüssigkeit hergestellt. 
Proben bleib. IStd. bei37°, 
wobei stärkste Agglutinat. 
mit Bildg. sehr voluminös. 
Haufen eintritt. Zentrifug. 
Einsaat 0,06 ccm Bouillonkultur. 

Serum I Serum II Serum III Serum IV 
0,1 ccm Herum j 0,1 ccm NaCl -Lösung 10 4*>2 648 0 

0,1 » f- 0,001 » Immunserum 0 0 0 0 

0,1 » 4- 0,005 » » 32 336 272 0 

0,1 » + 0,01 . , 576 108 4320 8 

0,1 » t 0,05 . > 4280 5064 üb. 10000 248 

Vergleiche dazu auch das sehr beweisende Verauchwbeispiel IV auf S. 417 
Solchen Versuchen gegenüber versagt jede Erklärung der 
Komplementablenkung; auch eine solche durch nachträgliche 
Präzipitation ist nicht möglich, da die Bakteriulyse von Vibri- 
onen im Rinderserum keine fällbare, gelüste Cholerasubstanz 
ergibt. Es bleibt vorläufig nichts anderes übrig als die Uni- 
schreibung der Versuchstatsache, dafs die Armut eines Serums 
an natürlichen Immunkörpern die Komplementablenkung ermög 
licht oder erleichtert. Das ganze Phänomen, das aber wahr- 
scheinlich sehr bedeutungsvoll ist, mufs erst von neuen Gesichts- 
punkten aus zusammenfassend studiert werden. 

Nachsatz. 

Neuere Versuche sind geeignet, auf das Wesen der sog. Bindung von 
Immunkörpern an Bakterien oder Besetzung von solchen mit Immunkörpern 
einiges Licht zu werfen. EL 407 wurde gesagt, dafs diese Besetzung eine 
Art lockorer Paarung zwischen Bazillen und Serumsubstanz bei Anwesenheit 
sehr geringer Mengen katalysatorisch wirkenden Komplementes sein müsse. 
Die anscheinend unverändert lebensfähigen Vibrionen müssen aber doch 
durch diesen Vorgang sehr tief beeinflufst worden sein, denn sie ergehen 
nach einer Behandlung, die sonst wirksame Extrakte liefert, keine Bolchen 
Je mehr Immunserum zur »Besetzung« der Vibrionen verwendet wurde, um 
so schlechter werden die Extrakte, die an fällbarer Substanz immer mehr 
verarmen, wie Präzipitationsvereuche mit normalem Rinderserum zeigen. 
I. Je 1 Agarkultur Cholera wird versetzt 

1. mit 1 ccm NaCl-I^ösung 

2. » 0,1)5 > \- 0,0005 ccm Immunserum 

3. » 0,95 » -f- 0,005 

4. , 0,95 . -j- ObOO 
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Nach 3 stdg. Stehen hei Zimmertemperatur wurden die Proben zentri- 
fugiert, die Sätze gewaschen und mit je 1 ccm destilliertem Wasser 2 Std. 
hei 42— 44* gehalten. Dabei trat undeutliche Reagglutination in 2, etwa* 
stärker« in 3, vollständige in 4 ein. Die durch Zentrifugieren geklärten 
Flüssigkeiten wurden auf ihren Hemmungswert gegen Bakteriolyse normalen 
Rinderserums (Einsaat 0,05 ccm Bouillonkultur) geprüft. 

Kxtrakt ] Kxlrakt '2 Extrakt 3 Kxtrnkt 4 



0,1 ccm Rinderserum -|- 0,01 ccm Extrakt 


0 


0 


0 


0 


0,1 » + 0,005 


2 324 


34 


<l 




0,1 . f 0,1 


10360 


7 400 


6 800 


1) 



0,1 ccm Rinderserum + 0,1 ccm NaCl-Lösung tötete vollständig ah. 



II. Ks werden angelegt: 

1. 1 Agarkultin 1 ccm verdünnt. Bouill. 

2. 1 » 0,9 • +0,001 ccm 

3. 1 » » 0,9 • O,01 , 

4. 1 » . 0,9 » +0,05 . 
5 1 , , 0,9 +0,1 



3 Stil Zimmertemp. Da- 
bei erfolgt in 2 sehr un- 
vollständ., i. ö sehr lang- 
same, in 4 u. 5 rasche u. 
vollständ, Agglutin. Die 



Sätze aller Proben werden dreimal mit verdünnter Bouillon gewaschen und 
mit je l ccm destillierten Wassers 3 Std. bei 42—45° extrahiert und zentri- 
fugiert. 

Der Prazipitationsversuch mit 0,25 ,1er 5 Extrakte und je 1 crm aktiven 
Rinderserums ergibt rasche typische Ausflockung in 1 und 2, sehr verzögerte 
und viel geringere in 3, nur Trübung in 4 und 5. 

Einsaat 0,05 com Bouillonkultur. 

Kxlmkt 1 Kxtnikt 2 Kxtrnkt 3 Kxtrukt 4 Kxlrakt :» 
0,1 ccm Serum , 0,01 ccm Extrakt 21HU *16 112 0 0 

0,1 • 0,05 . 19000 10000 1056 1280 63 

0,1 » +0,1 . <x oo ca. 20000 704 1916 
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